Untersuchungen zu SPIO-Partikeln: SPIO-Markierung in vitro, Differenzierungspotential humaner mesenchymaler Stammzellen und Relaxivitätsmessungen. by Barkova, Ekaterina & Jansen, Andreas (Prof. Dr. ) 
   
Aus der Klinik für Diagnostische und Interventionelle Radiologie 
Geschäftsführender Direktor: 
Univ.-Prof. Dr. Andreas H. Mahnken 
 
in Zusammenarbeit mit der Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie 
Geschäftsführender Direktor: 
Univ.-Prof. Dr. med. Tilo Kircher 
 
des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 
 
Untersuchungen zu SPIO-Partikeln: SPIO-Markierung in vitro, 
Differenzierungspotential humaner mesenchymaler Stamm-
zellen und Relaxivitätsmessungen 
 
 
Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften 
dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg 
vorgelegt 
 
 
 
von 
Ekaterina Barkova 
aus Simferopol (USSR jetzt: Russland) 
 
 
Marburg, 2017 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg am: 
22.05.2017 
 
Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs  
 
Dekan: Herr Prof. Dr. H. Schäfer 
Referent: Herr Prof. Dr. A. Jansen / Prof. Dr. W. Hundt 
1. Korreferent: Herr Prof. Dr. M. Lohoff 
2. Korreferent: Herr Prof. Dr. W. Parak 
 
   
 
  
 
 
Originaldokument gespeichert auf dem Publikationsserver der  
Philipps-Universität Marburg  
http://archiv.ub.uni-marburg.de 
 
  
 
 
 
 
Dieses Werk bzw. Inhalt steht unter einer  
Creative Commons  
Namensnennung  
Weitergabe unter gleichen Bedingungen  
4.0 International Lizenz. 
 
Die vollständige Lizenz finden Sie unter: 
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/deed.de 
 
 
 
  
 iv 
 
 
 
 
„Überall erforschet ohne Unterlaß,  
was herrlich ist und wunderschön, 
was die Welt noch nicht geseh'n.“ 
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Zusammenfassung 
 
Magnetische Nanopartikel finden eine breite biomedizinische Anwendung als Biosenso-
ren und als KM in der Bildgebung, ferner werden sie eingesetzt, wenn eine gezielte Wirk-
stoffabgabe erreicht werden soll. Außerdem spielt die molekulare MRT eine wichtige 
Rolle bei der Tumordiagnostik. Die schnelle Entwicklung der Nanotechnologie und die 
zunehmende Anzahl unterschiedlicher Nanomaterialien, die aufgrund ihrer besonderen 
physikalischen Eigenschaften und der guten Biokompatibilität metallischer und anorga-
nischer Nanopartikel zum Einsatz kommen, führen dazu, dass immer mehr neue Nano-
strukturen in Kontakt mit Mensch und Umwelt kommen.  
Eisenoxidbasierte MRT-Kontrastmittel umfassen SPIO-Partikel. Sie werden klinisch bei 
der Leberbildgebung eingesetzt und vom mononukleären Phagocytensystem aufgenom-
men. Außerdem können Zellen mit SPIO-Partikeln markiert und als In-vivo-Kontrastmar-
ker für die MRT-Bildgebung verwendet werden. Bei der Zellmarkierungstechnik sollen 
unterschiedliche Parameter optimiert werden, z. B. Größe, Beschichtung und Dosis der 
Partikel sowie die Inkubationszeit. Derzeit liegt deshalb der Fokus vieler Studien auf mo-
difizierten und unterschiedlich beschichteten SPIO-Partikeln. 
In der vorliegenden Arbeit wurden 2 verschiedene SPIO-Formulierungen getestet und 
es wurde die Aufnahme der SPIO-Partikel in unterschiedliche Zelltypen – murine Mak-
rophagen, humane leukämische Monocyten sowie humane mesenchymale Stammzel-
len – untersucht. Viele Forscher versuchen eine spezifische Markierung durch modifi-
zierte SPIO-Partikel zu erreichen. Hierbei gibt es allerdings starke Bedenken, was die 
Biosicherheit solcher Partikel angeht. In dieser Arbeit wurden SPIO-Formulierungen ver-
wendet, die ohne Modifizierungen und bei einer relativ niedrigen Konzentration gute Er-
gebnisse erzielten. 
Phagocytierende Zellen wurden mit 2,79 µg Fe/ml und 27,92 µg Fe/ml inkubiert. Nach 
12 h lag der Eisengehalt pro J774A.1-Zelle bei 13,77 ± 0,5 pg. Bei THP-1-Zellen konnte 
eine geringere Aufnahme beobachtet werden, das intrazelluläre Eisen betrug 24 h nach 
der Markierung 9,84 ± 1,6 pg Fe pro Zelle.  
Aufgrund ihrer hervorragenden Eigenschaften besitzen Stammzellen ein großes Poten-
tial in der regenerativen Medizin. Die Mechanismen, die der Transplantation von Stamm-
zellen in ein Target-Organ zugrunde liegen, sind jedoch noch nicht verstanden. Nach 
einer Markierung der Zellen mit SPIO-Partikeln kann die Migration der Zellen nach der 
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Transplantation mittels MRT beobachtet werden. In dieser Arbeit wurden humane 
mesenchymale Stammzellen mit SPIO, aber ohne die Hilfe eines Transfektionsagens 
markiert. Bei der Markierung der Stammzellen wurde mit einer höheren Konzentration 
von SPIO-Partikeln (25 µg Fe/ml) im Vergleich zur Markierung phagocytierender Zellen 
begonnen. Die Markierung von hMSC war effizient. Eine der wichtigsten Eigenschaften 
von Stammzellen ist ihre Differenzierungsfähigkeit, die in dieser Arbeit ebenfalls unter-
sucht wurde. Die Markierung mit SPIO-Partikeln beeinflusste das Differenzierungspo-
tential von hMSC zu Osteoblasten und Adipocyten nicht.  
Um herauszufinden, ob SPIO-Partikel einen T2-verstärkenden Effekt haben, wurden die 
T1- und T2-Werte unterschiedlicher KM-Lösungen bei 7 T gemessen und das r2/r1-Ver-
hältnis berechnet. Sowohl 1/T1 als auch 1/T2 nahmen linear mit der SPIO-Konzentration 
zu. Für das untersuchte eisenoxidhaltige KM wurde ein r2-Wert von 178 mM-1s-1 in Was-
ser ermittelt. Das Verhältnis r2/r1 lag bei 66 (gemessen in Wasser). Mit Erhöhung der 
Viskosität nahm auch r2 zu, sodass in Mausplasma ein r2-Wert von 184,6 mM-1s-1 be-
stimmt wurde. Die getesteten SPIO-Partikel wiesen ein Verhältnis r2/r1 von 108,6 bei 7 
T auf (in Mausplasma, gemessen bei RT). Die bei 7 T zu erwartenden höheren r2-Werte 
im Vergleich zu einem aus der Literatur bekannten Wert von Ferucarbotran (diente als 
Referenz-KM), gemessen bei 4,7 T, konnten nicht beobachtet werden, was an den un-
terschiedlichen Temperaturen und einer möglichen Feldinhomogenität bei den Messun-
gen liegen könnte. 
 
Abstract 
 
Magnetic nanoparticles are widely used in biomedical sciences as biosensors and as 
contrast agents in imaging applications. They are also used if the targeted release of a 
drug is required. In addition, molecular MRI plays an important part in tumor diagnostics. 
Due to the rapid development of nanotechnology, the increasing number of different na-
nomaterials which are used because of their special physical properties, and the good 
biocompatibility of metal and anorganic nanoparticles, a growing number of new 
nanostructures come into contact with man and environment. 
Iron oxide based MRI contrast agents include SPIO particles. They are used clinically in 
liver imaging and absorbed by the mononuclear phagocyte system. Moreover, cells can 
be labeled with SPIO particles and used as in vivo contrast markers for MR-Imaging. The 
cell labeling technique should optimize various parameters, such as size, coating and 
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particle dose as well as incubation time. For this reason, the current focus of many stud-
ies is on modified and differently coated SPIO particles. 
For the present thesis, two different SPIO formulations were tested and the uptake of 
SPIO particles into various cell types – murine macrophages, human leucaemic mono-
cytes and human mesenchymal stem cells – has been studied. Many researchers try to 
achieve a specific labeling by modified SPIO particles. In this respect, however, there 
are strong doubts concerning the biosafety of these particles. In this thesis, SPIO formu-
lations that achieved good results without modifications and at a relatively low concen-
tration were used. 
Phagocytic cells were incubated with 2.79 µg Fe/ml and 27.92 µg Fe/ml. After 12 h, the 
iron concentration per J774A.1 cell was 13.77 ± 0.5 pg. With THP-1 cells, a lower uptake 
could be observed; the intracellular iron was 9.84 ± 1.6 pg Fe per cell 24 h after labeling.  
Due to their outstanding properties, stem cells have great potential in regenerative med-
icine. Nevertheless, the mechanisms on which the transplantation of stem cells into a 
target organ is based are not yet understood. After labeling the cells with SPIO particles, 
cell migration can be observed by means of MRI after transplantation. For this study, 
human mesenchymal stem cells were labeled with SPIO, but without the aid of a trans-
fection agent. Labeling the stem cells was started with a higher concentration of SPIO 
particles (25 µg Fe/ml) compared to the labeling of phagocytic cells. Labeling of hMSC 
was efficient. One of the most important properties of stem cells is their ability to differ-
entiate, which was investigated in this thesis as well. The labeling with SPIO particles 
did not affect the differentiation potential of hMSC to osteoblasts and adipocytes. 
To determine if SPIO particles have a T2-intensifying effect, the T1 and T2 values of 
various contrast agent solution at 7 T were measured and the r2/r1 ratio calculated. Both 
1/T1 and 1/T2 increased linearly with the SPIO concentration. For the iron oxide contain-
ing contrast agent under analysis, an r2 value of 178 mM-1s-1 in water was determined. 
The r2/r1 ratio was 66 (measured in water). With an increase of the viscosity, r2 also 
increased so that an r2 value of 184.6 mM-1s-1 in mouse plasma was determined. The 
tested SPIO particles showed an r2/r1 ratio of 108.6 at 7 T (in mouse plasma, measured 
at RT). The higher r2 values expected at 7 T, compared to published reference contrast 
agent Ferucarbotran values when measure at 4.7 T, were not observed. This may have 
been due to the different temperatures and a possible field inhomogeneity during the 
measurements. 
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1. Allgemeine Einleitung  
 
1.1. An der Schnittstelle zwischen Nanomaterialien und biologischen 
Systemen 
Die Definition von Nanotechnologie bezieht sich auf die Längenabmessung; dabei liegen 
die Längen üblicherweise im Bereich zwischen 1 und 100 nm. Die stetige Zunahme von 
Nanotechnologieverfahren erhöht auch die Kontaktfrequenz zwischen Nanomaterialien 
und dem Menschen. Vielfältige Nanopartikel-(NP-)Interaktionen mit Proteinen, Membra-
nen, Zellen, DNA, Organellen und biologischen Flüssigkeiten sind sowohl von kolloida-
len als auch dynamischen biophysikochemischen Kräften abhängig. Diese Wechselwir-
kungen führen zur Bildung der Proteinkorona, also der Partikelumhüllung, sowie zur int-
razellulären Aufnahme und zu biokatalytischen Prozessen, die einerseits biokompatible, 
andererseits auch nachteilige, negative Wirkungen haben können. Weiterhin können Bi-
omoleküle eine Phasenumwandlung, Auslösung freier Energie, Umstrukturierung oder 
Auflösung der Partikeloberfläche induzieren. Zunächst wird ein sogenannter initial 
corona layer gebildet, d. h. Proteine mit der höchsten Affinität kommen in Kontakt mit der 
Oberfläche der NP, dann erfolgt eine Interaktion zwischen NP und Proteinen mit hoher 
Affinität und zuletzt mit Proteinen niedriger Affinität, die durch Interaktion mit schon ad-
sorbierten Biomolekülen adsorbiert werden. Eine Bio-Nano-Verbindung (engl. bio-nano-
interface) wird als Interaktion zwischen NP und den Komponenten biologischer Flüssig-
keit, z. B. Proteinen oder Phospholipiden, oder mit den Zellkomponenten (Membranen, 
endocytotische Vesikel und andere Organellen) definiert. Dabei werden mehrere Verbin-
dungen aufgebaut, die von kolloidalen Kräften, einer dynamischen biophysikochemi-
schen Kinetik und thermodynamischem Austausch zwischen Nanomaterialoberfläche 
und der biologisch relevanten Oberfläche abhängig sind. Diese Verbindungen führen oft 
zur Bildung biomolekularer corona layer, zur intrazellulären Aufnahme und zu biokataly-
tischen Prozessen. 
Das Erforschen dieser Interaktionen ermöglicht die Entwicklung von funktionsspezifi-
schen Nanomaterialien, deren Eigenschaften wie Größe, Oberflächenbeschichtung, 
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Form und Rauheit ihre Struktur und Aktivität bestimmen. Die Schnittstelle zwischen Na-
nomaterialien und biologischen Systemen umfasst die dynamischen physikochemischen 
Interaktionen, die Kinetik und den thermodynamischen Austausch zwischen NP-Ober-
fläche und den Komponenten des biologischen Systems. Allerdings ist die Berücksichti-
gung aller biophysikochemischen Interaktionen in einem bio-nano-interface oft sehr 
schwierig. Für die Oberflächeneigenschaften von entscheidender Bedeutung sind die 
NP-Charakteristika: chemische Zusammensetzung, Form, Oberflächenfunktionalisie-
rung, Porosität, Krümmungswinkel, Heterogenität, Rauheit und Hydrophobie/Hydrophilie 
(Nel et al., 2006; Oberdörster et al., 2005; Vertegel et al., 2004). Andere quantifizierbare 
Eigenschaften der NP, beispielsweise effektive Oberflächenladung (Zetapotential), Par-
tikelaggregation, Dispersion, Stabilität/biologische Löslichkeit, Bioabbaubarkeit, Hydra-
tion und die Valenz der Oberfläche, werden von den unten angegebenen Faktoren des 
Suspensionsmediums, z. B. Ionenstärke, pH-Wert, Temperatur, Vorhandensein großer 
organischer Moleküle oder Detergenzien, bestimmt (Sigmund et al., 2005). Das Medium, 
in dem die Partikel verteilt sind, entscheidet über die Stabilität der NP-Dispersion, je nach 
pH-Wert, Ionenstärke, Detergenzien, Temperatur und Proteinkonzentration. Die Zellpro-
dukte, die von den Zellen sekretiert werden, können die Eigenschaften des Suspensi-
onsmediums ändern. Durch die Bindung der Biomoleküle mit den Partikeln ist es mög-
lich, die Partikeleigenschaften so zu beeinflussen, dass freie Oberflächenenergie verän-
dert wird oder Konformationsänderungen bzw. Oxidansschädigungen durch ROS (reak-
tive Sauerstoffspezies, engl. reactive oxygen species) auftreten. Die Interaktionen zwi-
schen NP und Zellen erfolgen nach den gleichen Prinzipien wie bei kolloidalen Partikeln, 
nämlich über Van-der-Waals-(VDW-), elektrostatische, Solvatations- und solvophobe 
Kräfte sowie Verarmungseffekte (Nel et al., 2009). Die Wechselwirkungen zwischen der 
Zelle und den NP (Abb. 1) werden durch elektrodynamische (VDW-), elektrostatische, 
sterische und Polymerüberbrückungskräfte beeinflusst, wenn die NP zwischen 1 und 
100 nm groß sind. Bei NP mit einer Größe zwischen 1 und 10 nm wird die NP-Zell-
Interaktion durch Solvatationskräfte reguliert. Zwischen größeren nanoskaligen Materia-
lien von 102 und 106 nm und den Zellen herrschen hydrodynamische Interaktionen wie 
die Brown’sche Bewegung (Nel et al., 2009). Der Partikeldurchmesser und die Zahl der 
Atome auf der Oberfläche korreliert mit der Oberflächenenergie der NP. Je mehr Atome 
an der Partikeloberfläche und je kleiner das Partikel, desto höher der Anteil der Oberflä-
chenenergie. So sind bei Partikeln von 10 nm Größe, die aus 30000 Atomen zusammen-
gesetzt sind, bereits 20 % der Atome an der Partikeloberfläche (Wegner et al., 2003). 
NP mit verschiedenen Modifizierungen finden eine breite biologische Anwendung, u. a. 
in der gezielten Wirkstoffabgabe oder in der Bildgebung. Es ist z. B. für die Gentherapie 
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wünschenswert, dass die NP effizienter mit den Zellen interagieren, während bei ande-
ren Anwendungen, beispielsweise beim vaskulären Imaging, diese Interaktion minimiert 
werden muss. Eine Interaktion der NP ist von deren physikalischen Charakteristika – 
Größe, Form, Oberflächenladung oder bei modifizierten NP von den zellpenetrierenden 
Peptiden oder speziellen Liganden – abhängig sowie von den Eigenschaften der Zell-
membran. Die Zellmembraneigenschaften, z. B. Membranfluidität, Rezeptortyp und Re-
zeptordichte, beeinflussen die NP-Interaktion und ihre Internalisierung. Viele Studien 
verfolgen die Optimierung der Aufnahmeeffizienz bei gleichzeitiger Reduzierung der To-
xizität oder umgekehrt, die Minimierung der NP-Interaktion bei mit hydrophilen Polyme-
ren modifizierten NP.  
 
Abb. 1: Interaktion eines NP mit der Zellmembran und Aufnahme des NP. Zur Parti-
kelaufnahme muss die Freisetzung freier Energie an der Kontaktstelle entweder durch 
eine spezifische (Ligand-Rezeptor-) oder unspezifische (hydrophobe oder Coulomb-
Kräfte-) Bindungswechselwirkung verringert werden, um die unterschiedlichen Wider-
standskräfte, wie Dehnung, Elastizität, thermische Schwankungen oder Rezeptordiffu-
sion zu überwinden. Das NP ist in der Abb. als rote Kugel dargestellt, seine Liganden als 
gelbe Punkte und Clathrin als blaue Ellipsen. Die Liganden binden an Y-förmige Memb-
ranrezeptoren. (aus Nel et al., 2009)  
NP in einer biologischen Flüssigkeit können durch die Bindung an Proteine zur Entste-
hung neuer antigener Epitope, die eine Immunreaktion auslösen können, und folglich zu 
Konformationsänderungen führen. Aus diesem Grund ist das Verständnis von NP-Pro-
tein-Interaktionen und der Ausbildung der Proteinkorona von Bedeutung. Die NP-Pro-
tein-Bindung kann generell auch die Proteinfunktionen verändern, wodurch die enzyma-
tische Aktivität des Proteins verloren gehen kann. So bindet sich z. B. Hühnerei-Lysozym 
an Siliziumdioxid-NP und induziert die Entfaltung der α-Helix, welche die katalytische 
Aktivität des Enzyms unterbricht (Vertegel et al., 2004). Auf die Interaktion zwischen NP 
und Proteinen haben sowohl die Eigenschaften der Partikeloberfläche als auch die Pro-
teinkonzentration und die biologische Flüssigkeit Einfluss, in der die Partikel suspendiert 
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sind. Manche Proteine bilden mit NP kurzlebige Komplexe. Dabei binden sich Albumin, 
Immunglobuline, Proteine des Komplementsystems, Fibrinogen und Apolipoprotein am 
stärksten an Kohlenstoff-Nanoröhren, Eisenoxid-NP, Liposome und polymere NP. Die 
Bindung durch Immunglobuline und Komponenten des Komplementsystems kann zur 
Opsonierung der Partikel und nachfolgend zur rezeptorvermittelten Phagocytose führen. 
Die Bildung einer biomolekularen Korona auf der Oberfläche nackter (unfunktionalisier-
ter) NP kann zur spezifischen ligandvermittelten oder zur unspezifischen NP-Aufnahme 
führen. Funktionalisierte NP sind mit einer Hülle beschichtet, die zur Stabilität der NP 
beiträgt, weil sie gegen Oxidationsprozesse, Schäden durch Säure und Aggregation 
schützen kann. Dabei ist wichtig, dass diese Beschichtung biokompatibel ist, d. h. hyd-
rophyl und nicht toxisch. Das bedeutet, dass in einer Polymerhülle das Polymer die ste-
rische und elektrostatische Stabilität gewährleistet. Die Art der Oberflächenbeschichtung 
und die Länge der Polymerkette bestimmen die Gesamtgröße des Partikels und spielen 
eine Rolle bei der Bioverteilung. Hydrophile Stoffe besitzen entweder elektrische Dipole 
in Form funktioneller Gruppen, z. B. –NH2, –OH, –COOH, oder feste Ionen wie NH3+ 
und COO–. Partikel mit hydrophober Oberfläche werden nach intravenöser Verabrei-
chung mit Plasmakomponenten, besonders Proteinen, opsoniert, während die Partikel 
mit hydrophiler Oberfläche gegen Opsonierungsprozesse resistent sind.  
Die Zellmembran ist eine robuste Barriere für die meisten Moleküle und in der Lage, die 
Homöostase aufrechtzuerhalten. Die Oberfläche der Membran ist eine nichtstarre kon-
forme heterogene Struktur, die sich aufgrund ihrer Fluidität und thermodynamischen Ei-
genschaften anpassen kann. Über die Zellmembran kommt es zu einem regelmäßigen 
Austausch von Ionen, Proteinblöcken, Lipiden oder Signalmolekülen mit der Umgebung 
oder benachbarten Zellen. Der Transport in die bzw. aus der Zelle wird selektiv erlaubt 
und durch Carrier-Proteine und Ionenkanäle, die sich innerhalb der Membran befinden, 
reguliert. Dabei spielt die Ladung der Partikel eine wichtige Rolle für den Kontakt mit 
geladenen Phosphatgruppen des Phospholipids oder mit Rezeptoren auf der Zellmemb-
ran (Abb. 2). Je ausgeprägter der ionische Charakter der SPIO-Partikel, desto effizienter 
werden sie von Makrophagen aufgenommen. In der Regel üben kationische Oberflä-
cheneinheiten stärkere Effekte aus als anionische. NP, die eine hydrophobe Oberfläche 
haben, neigen zur Agglomeration und werden daher schnell vom retikuloendothelialen 
System (RES) entfernt. SPIO-Partikel mit Carboxydextran-Beschichtung sind hydrophil, 
was zur Stabilität der Eisenoxide beiträgt sowie eine unspezifische Proteinbildung oder 
Zellinteraktion in vivo und in vitro reduziert. 
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Abb. 2: Rezeptorvermittelte Aufnahme der NP. Oberflächeneigenschaften wie Rauheit, 
Hydrophobie oder kationische Ladung (*) führen zu unspezifischen Bindungskräften, die 
die Aufnahme in die Zelle fördern. Die spezifischen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen 
führen im Allgemeinen zur Endocytose. Die Zellmembran hat durch die Phosphatgrup-
pen der Phospholipide eine negative Ladung an ihrer Oberfläche. Dies bewirkt eine An-
lagerung von positiv geladenen NP. (aus Nel et al., 2009)  
 
1.2. Magnetresonanztomographie (MRT) 
 
Die magnetresonanztomographischen Verfahren beruhen auf dem Prinzip der Kernspin-
resonanz – der elektromagnetischen Anregung von Atomkernen (Protonen) und der an-
schließenden Messung des Signals, welches von den Protonen bei der Rückkehr in die 
Ausgangslage (Relaxation) ausgesendet wird. Die MRT verwendet sehr starke Magnete. 
Die derzeit am häufigsten in der Medizin eingesetzten Geräte besitzen eine Feldstärke 
von 1,5 T. Zum Vergleich: 1 T entspricht 10000 Gs und das Magnetfeld der Erde ist nur 
0,5 Gs stark (Novelline, 2001). 
1.2.1. Physikalische Grundlagen der MRT  
 
Atomkerne mit einer ungeraden Anzahl an Protonen und Neutronen besitzen in ihrem 
Grundzustand einen nicht verschwindenden Kernspin 𝐼, mit dem wie folgt ein magneti-
sches Dipolmoment 𝜇 assoziiert ist: 
     𝜇 =  𝛾 ×  𝐼 
         -Formel 1- 
Gyromagnetisches Verhältnis 𝛾 [
MHz
T
] 
𝜇 [
J
T
]  
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Das gyromagnetische Verhältnis ist eine Konstante, die für jedes Element einen typi-
schen Wert besitzt, für Protonen ist 𝛾 = 42,58 MHz/T (Weishaupt et al., 2006). 
Für MR-Anwendungen sind Wasserstoff (1H), Kohlenstoff (13C), Natrium (23Na) und 
Phosphor (31P) die wichtigsten Atomkerne. Das einfachste natürlich vorkommende Atom 
ist das Wasserstoffatom, dessen Kern aus einem einzigen Proton besteht. Da unser 
Körper hauptsächlich (zu 70 %) aus Wassermolekülen besteht, diese wiederum aus 
Wasserstoff und Sauerstoff zusammengesetzt sind und das Wasserstoffatom das Atom 
mit der höchsten MR-Sensitivität darstellt, wird dieses vorrangig für die klinische MRT 
genutzt. Jedes Wassermolekül besteht aus 2 Wasserstoff- und 1 Sauerstoffatom, das 
entspricht ca. 11 % Wasserstoff pro Unit des Wassergewichts. Bei der MRT stammen 
die meisten Signale von den Protonen des Wassers, weil diese sich in der Überzahl 
gegenüber den Protonen organischer Komponenten befinden. Letztere sind Bestand-
teile einer breiten Varietät von Makromolekülen, welche Festkörpereigenschaften haben 
können. Die Protonen von Festkörpern sind im MRT aufgrund ihrer sehr kurzen T2-Re-
laxationszeiten unsichtbar. 
Durch das statische Magnetfeld wird das magnetische Moment (Spin) der Protonen im 
Körper des Menschen ausgerichtet. Durch die Emission eines Hochfrequenz-(HF-)Im-
pulses werden die Spins angeregt und die bei der Relaxation entstehenden Signale mit-
hilfe magnetischer Gradientenfelder lokalisiert. Mittels Empfangsspulen werden diese 
Signale dann elektronisch verarbeitet und in Bilddaten umgewandelt. 
Definitionsgemäß bezeichnet man die Richtung des statischen Magnetfelds B0 als lon-
gitudinale oder auch z-Achse und die senkrecht dazu liegende Achse als xy-Achse bzw. 
Transversalachse (Abb. 3).  
 
Abb. 3: Die Magnetisierung M wird in Längsmagnetisierung Mz parallel zur Achse des 
statischen B0-Felds und in die rotierende Quermagnetisierung Mxy senkrecht zu dieser 
Achse zerlegt. (aus Reiser & Semmler, 2002) 
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Die longitudinale Magnetisierung (Längsmagnetisierung) Mz ist der Anteil des Vektors in 
Richtung z-Achse, also entlang des äußeren Magnetfelds (Abb. 3). Die Transversalmag-
netisierung (Quermagnetisierung) Mxy ist die Komponente des Vektors, die in der xy-
Ebene um das äußere Magnetfeld rotiert.  
 
 
Abb. 4: Spinpräzession. Der Spin präzediert in einem konstanten Winkel, analog einem 
Kreisel, um die Richtung des äußeren Magnetfelds. (aus Jackson & Thomas, 2009) 
 
Das magnetische Moment oder der Spin (Abb. 4) präzediert mit einer spezifischen Fre-
quenz, der sogenannten Larmorfrequenz ω (auch Präzessionsfrequenz genannt). Dabei 
ist die Präzessionsfrequenz abhängig von der statischen Magnetfeldstärke. Je größer 
das anliegende Magnetfeld, desto größer ist die Präzessionsfrequenz. Die Larmorfre-
quenz wird durch die Larmorgleichung ausgedrückt:  
                                                    𝜔 =  𝛾 × 𝛣0 
          -Formel 2- 
         𝜔 [Hz] 
𝛣0 [T], 1 T = 1 
Weber
𝑚2
 = 1 
Vs
𝑚2
 
 
Durch ihr magnetisches Moment verhalten sich Protonen wie kleine „Stabmagnete“ und 
können sich in einem starken äußeren Magnetfeld entlang der Hauptfeldlinien entweder 
parallel oder antiparallel ausrichten (Abb. 5). Mit der Ausrichtung sind verschiedene 
energetische Zustände verbunden, wobei die parallele Ausrichtung dem Grundzustand 
und die antiparallele dem angeregten Zustand auf einem höheren Energieniveau ent-
spricht.  
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Abb. 5: Ausrichtung von Protonen ohne und unter einem Magnetfeld. Unter Normalbe-
dingungen befinden sich die Protonen in einer zufälligen Orientierung. Das ändert sich, 
wenn sie einem starken Magnetfeld (B0) ausgesetzt werden; dann werden sie entweder 
parallel oder antiparallel zum äußeren Magnetfeld ausgerichtet. (aus Pooley, 2005) 
 
1.2.2. Relaxation 
 
Den Übergang eines Systems von einem Anregungs- hin zum Gleichgewichtszustand 
bezeichnet man als Relaxation. Es werden 2 Relaxationsformen unterschieden: Längs- 
oder Spin-Gitter-Relaxation (T1) und Quer- oder Spin-Spin-Relaxation (T2). Die Spin-
Gitter-Relaxation ist ein Prozess, der die Energieabgabe der durch die Radiofrequenz 
angeregten Kerne an deren Umgebung (das Gitter) beschreibt. Die Relaxationszeit T1 
ist die Zeit, die Mz braucht, um wieder 63 % der Gleichgewichtsmagnetisierung M0 zu 
erreichen (Abb. 6).  
 
Die Spin-Spin-Relaxation ist ein Prozess, der die Ordnung, die nach einem Radiofre-
quenzimpuls herrscht, zerstört. Die einzelnen Kerne verlieren ihre synchrone Anordnung 
und rotieren in der Transversalebene mit verschiedenen Geschwindigkeiten. Die T2-Re-
laxation ist die Zeit, bis zu der die xy-Komponente des magnetischen Moments auf ca. 
37 % ihres Anfangswerts unmittelbar nach der Anregung abgefallen ist. T2 ist stets kür-
zer als T1.  
Zur Erklärung der Querrelaxation wird die Quermagnetisierung Mxy in verschiedene Mag-
netisierungskomponenten zerlegt, die aufgrund der lokalen fluktuierenden Felder mit un-
terschiedlichen Larmorfrequenzen präzedieren. Unmittelbar nach der Anregung zeigen 
alle Komponenten in die gleiche Richtung, danach präzedieren einige Komponenten 
schneller, andere langsamer, sodass es zu einer Dephasierung der Anteile kommt und 
die resultierende Quermagnetisierung abnimmt.  
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Abb. 6: Relaxation der Längs- und Quermagnetisierung. In der T1-Relaxationszeit ist 
die Längsmagnetisierung Mz nach der Anregung wieder auf 63 % des Gleichgewichts-
wertes M0 angestiegen (A). In der T2-Relaxationszeit ist die Quermagnetisierung Mxy auf 
37 % ihres ursprünglichen Wertes abgefallen (B). (aus Bücheler et al., 2006) 
 
Bei Messungen und MR-Untersuchungen ließ sich beobachten, dass dieselbe Probe bei 
gleicher Feldstärke 2 verschiedene T2-Relaxationszeiten aufweisen kann. Verantwort-
lich dafür sind 2 Effekte: erstens die Dephasierung von Komponenten der Quermagne-
tisierung, zweitens Störungen im statischen Hauptmagnetfeld B0, sog. Feldinhomogeni-
täten. Die beiden Effekte überlagern sich. Dadurch zerfällt das beobachtete Signal 
schneller als in T2. Dieser Vorgang wird als T2* (T-zwei-Stern) bezeichnet.  
 
1.2.3. Sequenzen  
 
Eine bestimmte Abfolge von HF-Impulsen (Pulsen), die üblicherweise wiederholt wird, 
bezeichnet man als Impulssequenzen (Pulssequenzen). Es gibt eine große Vielzahl von 
Sequenzen, die seit der klinischen Einführung des MRI 1984/85 entwickelt wurden. Ge-
nerell kann zwischen den Spin-Echo-(SE-) und den Gradienten-Echo-(GE-)Sequenzen 
unterschieden werden, die überwiegend genutzt werden. Die wichtigsten Größen wer-
den hier im Zusammenhang erläutert. Die Echozeit (TE, engl. echo time) ist die Zeit 
zwischen dem HF-Puls und dem Ausleseintervall. Die Repetitionszeit (TR, engl. repitition 
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time) ist die Zeit zwischen aufeinanderfolgenden HF-Pulsen. Durch Änderung der TR- 
und TE-Zeiten kann die relative Signalintensität unterschiedlicher Organe beeinflusst 
werden. Die Datenerfassung bei der MR-Bildgebung wird als Akquisition bezeichnet.  
1.3. Magnetismus 
Physikalisch sind alle Stoffe magnetisch. Die elementaren Träger des Magnetismus sind 
die um den Kern sowie ihre eigene Achse rotierenden Elektronen, die ein magnetisches 
Moment erzeugen. Das magnetische Moment eines Atoms setzt sich aus verschiedenen 
Teilmomenten zusammen: Spinmomenten, Bahnmomenten und Kernmomenten. Letz-
tere sind häufig von untergeordneter Bedeutung.  
 
1.3.1. Dia- und Paramagnetismus 
 
Beim Dia- und Paramagnetismus handelt sich um die magnetischen Eigenschaften ei-
nes einzelnen Atoms. Im Gegensatz dazu steht der „kollektive“ Magnetismus, bei dem 
man sich die magnetischen Eigenschaften nicht nur eines Atoms, sondern eines ganzen 
Atomverbands anschaut.  
Wenn man einen Körper in ein homogenes magnetisches Feld einbringt, wird der Stoff 
entweder in das Magnetfeld hineingezogen (die magnetischen Feldlinien im Körper wer-
den verdichtet) oder von einem Magnetfeld abgestoßen (die Feldlinien werden aus dem 
Körper hinaus gedrängt (siehe Abb. 7). Der erste Fall wird als Paramagnetismus be-
zeichnet, letzterer als Diamagnetismus. Sind die Anzahl der Elektronen sowie ihre Be-
wegungsrichtung so aufeinander abgestimmt, dass es zu einer Kompensation der Bahn- 
und Spinmomente kommt, z. B. durch Bildung von Elektronenpaaren, ist das Atom dia-
magnetisch. In solchen Stoffen entsteht ein magnetisches Moment erst durch ein äuße-
res magnetisches Feld, das eine Präzessionsbewegung der Bahnebenen, d. h. eine 
Drehbewegung der Kreiselachse um die Vertikale, verursacht. Besitzen Atome, Mole-
küle oder Ionen ungepaarte Elektronen, ist der Stoff paramagnetisch. In Abwesenheit 
eines äußeren Magnetfelds ist die Magnetisierung eines Paramagneten gleich 0, da die 
stets vorhandene thermische Energie eine statistische Ausrichtung der magnetischen 
Momente bewirkt. Wird ein magnetisches Feld angelegt und in seiner Stärke langsam 
erhöht, richten sich die Momente zunehmend aus, was in einem langsamen Anstieg der 
Magnetisierung und einer positiven Suszeptibilität resultiert. Magnetische Suszeptibilität 
ist eine physikalische Größe und entspricht dem Verhältnis induzierter Magnetisierung 
einer Substanz zur magnetischen Feldstärke. Sie gibt die Magnetisierbarkeit von Materie 
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in einem externen Magnetfeld an und ist dimensionslos. Experimentell ist die Magneti-
sierung bei nicht zu großen Feldstärken proportional zu Feldstärke. Generell kann sie 
von vielen Parametern abhängig sein: vom Ort, der Frequenz des Magnetfelds und Vor-
hergehen der Magnetisierung. Paramagnetischen Materialen haben Suszeptibilitäten, 
die proportional zur Feldstärke und nicht gesättigt sind. 
 
Abb. 7: Darstellung eines diamagnetischen (A) und eines paramagnetischen (B) Stoffs 
in einem homogenen Magnetfeld. Beim Einbringen eines Körpers in ein homogenes 
Magnetfeld ist im Inneren des Körpers nicht Baußen, sondern Binnen vorhanden. (aus Riedel 
& Janiak, 2011) 
 
1.3.2. Kooperativer Magnetismus 
 
Beim kooperativen Magnetismus werden die magnetischen Eigenschaften der Atome 
miteinander gekoppelt und können so nach außen hin ein größeres magnetisches Mo-
ment zeigen. Ferromagnetismus ist ein typisches kooperatives magnetisches Phäno-
men, welches nur bei Festkörpern auftritt. Beim Ferromagnetismus kommt es über die 
Austauschwechselwirkung der Elektronenspins zu einer Stabilisierung der parallelen 
Ausrichtung benachbarter Spins der Atome. Dies führt dazu, dass ein Ferromagnet in 
einem Magnetfeld selbst magnetisch wird. Ein Ferromagnet verstärkt ein äußeres Mag-
netfeld durch die eigene Magnetisierung. Oberhalb einer kritischen Temperatur, der Cu-
rie-Temperatur TC, verschwindet der Ferromagnetismus. Ab dieser Temperatur wird ein 
Ferromagnet paramagnetisch. Ferromagnetismus tritt nur bei wenigen Stoffen auf. Er ist 
lediglich bei den 3d-Übergangsmetallen Fe (TC = 1043 K), Ni (TC = 627 K), Co (TC = 1388 
K) und bei den Lanthaniden Gd (TC = 292 K) und Dy (TC = 88 K) (Kittel, 1999) bekannt. 
In einem Antiferromagneten sind die magnetischen Momente antiparallel ausgerichtet; 
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sie kompensieren sich zu 0. Bei den Antiferromagneten gibt es ebenfalls eine charakte-
ristische Temperatur, die Neel-Temperatur TN, oberhalb derer ein Antiferromagnet para-
magnetisch wird. Zu dieser Stoffgruppe zählen z. B. MnO, MnS, MnSe, MnF2, FeO, 
FeCl2, CoO, NiO, Cr. Beim Ferrimagnetismus kompensieren sich die magnetischen Ei-
genschaften der verschiedenen Untergitter nicht vollständig, daher verhalten sich Ferri-
magnete wie schwächere Ferromagnete. Die bekanntesten ferrimagnetischen Materia-
lien sind die Ferrite, die in kubische und hexagonale unterteilt weden können. Kubische 
Ferrite haben die allgemeine Zusammensetzung MO x Fe2O3 (MFe2O4), wobei M ein 
divalentes Kation wie Ni2+, Co2+, Mn2+ oder Fe2+ ist. Der bekannteste Vertreter ist das 
Magnetit (Fe3O4). 
 
1.3.3. Superparamagnetismus  
 
Die magnetischen Momente der Atome richten sich in ferrimagnetischen Stoffen über 
größere Kristallbereiche zueinander aus. Dadurch treten in einem ferrimagnetischen Ma-
terial Bereiche mit einem resultierenden magnetischen Moment auf, die als Domänen 
oder Weiß’sche Bezirke (Abb. 8) bezeichnet werden. Werden die Domänen durch Ein-
fluss äußerer Felder ausgerichtet, bekommen die Substanzen selbst magnetische Ei-
genschaften. Eine wichtige Besonderheit magnetischer NP, der Superparamagnetis-
mus, ergibt sich aus ihrer Größe. Bei größeren Teilchendurchmessern ist ein ferrimag-
netischer Stoff in mehrere Bereiche aufgeteilt, die durch Domänenwände getrennt sind. 
Sind die Partikel klein genug (bei Fe3O4 < 150 nm) werden keine Weiß’schen Bezirke 
mehr ausgebildet, da dies energetisch nachteilig wäre. Es liegen Eindomänenpartikel 
vor, die nur noch aus einem magnetischen Bezirk bestehen und die deutlich höhere 
magnetische Momente als entsprechende paramagnetische Materialien haben. Deshalb 
werden diese als superparamagnetisch bezeichnet. Magnetische Domänen treten nicht 
nur in Ferrimagneten auf, sondern auch in Ferro- und Antiferromagneten. 
 
Abb. 8: Schematische Darstellung der Weiß’schen Bezirke in Ferromagneten (A), Fer-
rimagneten (B) und Antiferromagneten (C). Innerhalb dieser Domänen sind die magne-
tischen Momente ausgerichtet und die spontane Magnetisierung entspricht der Sätti-
gungsmagnetisierung. Allerdings zeigt die Magnetisierung in verschiedenen Domänen 
in unterschiedliche Richtungen, sodass sich die Magnetisierungen der einzelnen Domä-
nen nach außen aufheben können. (aus Riedel & Janiak, 2011) 
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Superparamagnetische Materialien können als thermodynamisch unabhängige Eindo-
mänenpartikel angesehen werden. Die Suszeptibilität superparamagnetischer und fer-
romagnetischer Materialen steigt bei niedrigen Feldstärken linear an, bei höheren Feld-
stärken wird sie gesättigt. Superparamagnetische Substanzen haben höhere Suszepti-
bilitäten als paramagnetische Substanzen aufgrund der magnetischen Ordnung der 
Spins ungepaarter Elektronen von Eisen in der Kristallstruktur. Die Kristallstruktur des 
Magnetits resultiert in einer einzigartigen Empfindlichkeit zum äußeren Magnetfeld. Die-
ses fordert die Ausrichtung von benachbarten Spins zu diesem Feld sogar bei sehr nied-
riger Feldstärke, weshalb die Suszeptibilität pro Eisenatom 10- bis 1000-mal stärker ist 
als die magnetische Suszeptibilität normaler paramagnetischer Ionen. Superparamag-
netische Materialen haben kein „magnetischen Gedächtnis“ und zeigen somit im Gegen-
satz zu Ferromagneten keine Restmagnetisierung. 
 
1.4. MR-Kontrastmittel  
 
Als Kontrastmittel (KM) bezeichnet man ein paramagnetisches Element (z.B. Mn, Gd 
oder Fe), das zur Intensitätsveränderung des Signals und damit möglichst zur Kontras-
terhöhung in der MRT führt. In Deutschland sind KM Arzneimittel nach § 2 Abs. 1 Nr. 2 
des Arzneimittelgesetzes (AMG). Nach der europäischen Richtlinie über In-vitro-Diag-
nostika (IVD) gelten KM als Medizinprodukte. Medizinprodukte unterscheiden sich von 
Arzneimitteln darin, dass sie keine pharmakologische Wirkung haben, sondern meist 
physikalisch wirken. Im Folgenden wird die Klassifikation der MR-KM anhand zweier Pa-
rameter beschrieben. Unterschieden wird zum einen anhand des Effekts des KMs auf 
die Signalintensität (positive Verstärkung oder longitudinale Relaxation und negative 
Verstärkung oder transversale Relaxation). Alle KM verkürzen sowohl die T1- als auch 
die T2-Relaxationszeiten (Caravan, 2006). Wichtig ist, welche Relaxationszeit in größe-
rem Ausmaß verändert wird. Positive (sog. Relaxivitäts- oder T1-verstärkende) KM füh-
ren zu einer Verkürzung der T1-Relaxationszeit und verstärken die Signalintensität bei 
T1-gewichteten Sequenzen. Positive KM reduzieren die T1-Relaxivität stärker als die 
T2-Relaxivität. Negative (sog. T2-verstärkende oder Suszeptibilitäts-)KM verkürzen die 
T2-Relaxationszeit und verringern die Signalintensität bei T2-gewichteten Sequenzen. 
Negative KM zeigen bis zu einem gewissen Grade auch einen T1-Effekt. Man verwendet 
auch den reziproken Wert der Relaxationszeiten und spricht dann von Relaxationsraten 
(R1, R2).  
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       𝑅1,2 = 
1
𝑇1,2
  
        -Formel 3- 
Relaxationsraten 𝑅1,2 [s-1] 
Als Maß für die Wirksamkeit eines Kontrastmittels, welches unabhängig von dessen 
Konzentration ist, wird die Relaxivität (r1-Relaxivität bzw. r2-Relaxivität) mit der Einheit  
mM–1s–1 verwendet. Die Berechnung der Relaxivität erfolgt nach der Formel: 
𝑟1,2 =
𝑅1,2−𝑅0 1,2
𝑐
 
        -Formel 4- 
  Relaxationsraten vor Kontrastmittelgabe R01, R02  
       Konzentration des Kontrastmittels c [mM] 
 
Die Suszeptibilität ist ein Maß für die Magnetisierbarkeit von Materie. Sie wird als das 
Verhältnis von induzierter Magnetisierung zu dem von außen angelegten Feld definiert 
und ist auf die Existenz der ungepaarten Elektronen zurückzuführen (Adamek & Lauen-
stein, 2009). Die zweite Klassifizierung erfolgt anhand des Verteilungsmusters im Körper 
(extrazellulär, intrazellulär oder intravaskulär). Abb. 9 liefert einen Überblick über die ver-
schiedenen MRT-KM. 
 
 
Abb. 9: Schematische Darstellung der Einteilung von MRT-KM in verschiedene Grup-
pen.  
 
1.4.1. Extrazelluläre KM 
 
Extrazelluläre Kontrastmittel können ungehindert aus dem Intravaskularraum in das In-
terstitium diffundieren. Dort verhalten sie sich inert, d. h., weder binden sie an andere 
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Moleküle, noch passieren sie intakte Zellmembranen. Zum Einsatz kommen extrazellu-
läre Kontrastmittel mit Gadolinium (Gd) als paramagnetisches Zentrum. Dabei werden 
Gadolinium(III)-Verbindungen intravenös appliziert. Wegen der starken Toxizität freier 
Gadoliniumionen setzt man Komplexierungsmittel mit einer hohen Komplexierungs-
konstante ein, beispielsweise die Chelate Diethylentriaminpentaessigsäure (DTPA) und 
1,4,7,10-Tetraazacyclododecantetraessigsäure (DOTA). Den Gd(III)-Komplex mit DOTA 
bezeichnet man als Gadotersäure. Die meisten Substanzen sind hydrophil und werden 
nahezu ausschließlich über die Niere ausgeschieden (Magnevist®, Omniscan®). Die 
Halbwertzeit all dieser Substanzen im Blut beträgt ca. 90 min (Vogler, 2006). Blut-Hirn- 
und Blut-Plazenta-Schranke werden nicht durchdrungen.  
 
1.4.2. Intrazelluläre KM 
 
Intrazelluläre KM bestehen aus freien Ionen, die über selektive Membrantransportme-
chanismen ins Zellinnere aufgenommen werden. Darunter gibt es hepatocytenspezifi-
sche (oder hepatobiliäre), RES- und lymphknotenspezifische KM. Hepatocytenspezifi-
sche KM werden nach intravenöser Applikation von Hepatocyten aufgenommen und pri-
mär biliär eliminiert. Sie reichern sich vorwiegend im gesunden Leberparenchym an, 
weshalb sie sich für die Detektion von malignen Lebertumoren eignen. Primovist® und 
MultiHance® verkürzen die T1-Relaxationszeit und bewirken einen Signalanstieg in der 
Leber. Die Kontrastmittelpartikel werden vom RES phagocytiert und führen im abgebil-
deten normalen Gewebe zu einem Signalintensitätsverlust. Klinisch zugelassene Vertre-
ter dieser Kontrastmittelgruppe sind Endorem® und Resovist®. Lymphknotenspezifi-
sche KM wie das Sinerem® gelangen nach subkutaner, intralymphatischer oder intrave-
nöser Applikation auf dem Lymph- oder Blutweg in die Lymphknoten, wo sie in analoger 
Weise zu einer Signalminderung von gesundem oder hyperplastischem, nicht jedoch 
von metastatisch verändertem Gewebe führen.  
 
1.4.3. RES und MPS 
 
Das RES ist die Gesamtheit aller Zellen des retikulären Bindegewebes, einschließlich 
derer, die zur Phagocytose fähig sind. Retikuläres Bindegewebe findet sich in Milz, Ton-
sillen, Lymphknoten, Knochenmark sowie in der Lamina propria des Darms und in der 
Leber. 
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Der Begriff RES wurde von L. Aschoff (1924) vorgeschlagen. Hierbei werden die Zellen 
unabhängig von der Herkunft nur nach ihrer Funktion zusammengefasst. Das MPS (mo-
nonukleäres Phagocytosesystem) ist eine relativ neue Nomenklatur, die 1972 von einer 
Gruppe von Pathologen aufgrund verschiedener Kriterien, wie Morphologie, Enzymaus-
stattung, Oberflächenrezeptoren, Phagocytose, entworfen wurde (van Furth et al., 
1972). Dabei werden die Zellen anhand ihrer Herkunft aus dem Knochenmark zusam-
mengefasst. Diese Begriffe werden trotz ihrer Unterschiedlichkeit oftmals synonym ver-
wendet.  
 
1.4.4. Blood-Pool-KM 
 
Intravaskuläre KM (auch Blood-Pool-KM genannt) können in gesundem Gewebe den 
Intravaskularraum nicht verlassen. Die meisten paramagnetischen KM basieren auf Ga-
dolinium, wohingegen die superparamagnetischen KM Eisenoxidpartikel sind. Zur 
Gruppe der Blood-Pool-KM gehören proteinbindende, makromolekulare KM und USPIO 
(engl. ultrasmall superparamagnetic iron oxide). Vasovist® ist ein Vertreter der protein-
bindenden KM und ein Gd-Komplex mit einer zusätzlichen lipophilen Seitengruppe, die 
eine reversible Bindung an Plasmaalbumin bewirkt. Bei dieser Kontrastmittelgruppe 
kommt es in unterschiedlichem Ausmaß zu einer reversiblen Affinität zu Plasmaprotei-
nen, die mit einer Erhöhung der Relaxivität im Plasma assoziiert ist. Aufgrund des Mole-
kulargewichts von makromolekularen KM (> 6000 Da) diffundieren diese Blood-Pool-KM 
nicht oder nur in ganz geringem Ausmaß durch das vaskuläre Endothel. Vistarem® hat 
zwar ein Molekulargewicht von ca. 5000 Da, durch seine Neigung zur Selbstaggregation 
werden jedoch größere Molekularverbände erzeugt. Durch die Partikelgröße der USPIO 
wird deren Eliminierung verzögert bzw. deren intravasale Verweildauer verlängert. 
VSOP (engl. very small iron oxide particles) stellen eine neue Art von USPIO als Blood-
Pool-KM dar. Durch die Beschichtung mit einem Monomer (Citrat) wurden sehr kleine 
SPIO-Partikel (VSOP) hergestellt. Sie haben einen Gesamtdurchmesser von unter 10 
nm und eine enge Größenverteilung (Taupitz et al., 2004). Hinsichtlich ihrer physikali-
schen und biologischen Eigenschaften zeichnen sich VSOP infolge ihrer T1-Relaxati-
onszeitverkürzung durch ein hohes intravaskuläres Signal und infolge der geringen Ext-
ravasation durch einen lang anhaltenden Kontrast aus (Taupitz et al., 2000). 
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1.4.5. Superparamagnetische Eisenoxidpartikel (SPIOs) 
 
Schon seit mehreren Jahren werden auf dem Gebiet der MR-Bildgebung neue MRT-
Kontrastmittel erforscht. Es wurden SPIO-Partikeln bestehend aus Eisenoxiden, z. B. 
Magnetit (Fe3O4) oder Maghemit (γFe2O3), oder anderen in Wasser unlöslichen Ferriten 
entwickelt (Weissleder & Papisov, 1992; Bonnemain 1998). Die Eisenoxidpartikel haben 
gewöhnlich eine Kern-Hülle-Struktur. Das Eisenoxid bildet kubische Kristalle, die den 
Kern der NP ausmachen. SPIO-Partikel (Ferumoxide, Ferucarbotran) sind biokompatibel 
und nicht toxisch, sie werden bei der Diagnostik von fokalen Leberläsionen und kolorek-
talen Metastasen eingesetzt. Zudem sind sie ideale Marker und Tracer für die zellba-
sierte Therapie. Um eine Aggregation zu verhindern und eine Stabilisierung zu gewähr-
leisten, sind SPIO-Partikel mit unterschiedlichen Polymeren beschichtet. Man verwendet 
SPIO als intrazelluläres KM für das Zelltracking in vivo. Ferumoxide sind negativ gela-
dene SPIO-Partikel, die sich schwer an der Zellmembran anheften lassen. Polykationi-
sche Transfektionsagenzien (TA) wiederum binden über eine elektrostatische Interaktion 
an Dextran (Kalish et al., 2003). Bei den dextranbeschichteten NP ist Dextran nichtkova-
lent an Eisenoxid gebunden. Vermutlich wird die Dextranhülle an das Eisenoxid durch 
Wasserstoffbindungen zwischen den Hydroxylgruppen des Polymers und der Eisenoxid-
oberfläche gebunden. 
Man hat sehr erfolgreich SPIO-TA-Komplexe für die magnetische Markierung von 
Stammzellen verwendet. Diese Komplexe waren effizient bei der zellulären Internalisie-
rung (Bulte & Kraitchman 2004; Liu et al., 2009; Thorek & Tsourkas, 2008). Um die zel-
luläre Aufnahme und Spezifität von Eisenoxidpartikeln zu steigern, werden diese auch 
mit kleinen Peptiden (Tat-Protein des HIV) konjugiert (Josephson et al., 1999; Lewin et 
al., 2000) oder mit Antikörpern (Ahrens et al., 2003; Chen, G. et al., 2009; Moore et al., 
2001; Zhang et al., 2007), Lektinen (Bulte et al., 1996) bzw. Dendrimeren (Bulte et al., 
2001; Bulte et al., 2002a) gekoppelt. Diese Modifizierungen können jedoch die biologi-
schen Funktionen der Stammzellen beeinträchtigen. Aus diesem Grund ist die genaue 
Untersuchung der physikalischen und biologischen Eigenschaften neuer modifizierter 
Partikel essenziell.  
Anhand ihrer Größe können Eisenoxidpartikel in SPIO mit einer Partikelgröße von über 
50 nm und in USPIO mit einer Partikelgröße von unter 50 nm unterteilt werden (Bender-
bous et al., 1996; Taupitz et al., 2003). USPIO-Partikel gehen durch Größenfraktionie-
rung aus SPIO-Partikeln hervor. Monokristalline Eisenoxidnanopartikel (MION, engl. mo-
nocrystalline iron oxide nanoparticles) sind eine Gruppe von USPIO-Partikeln, die eine 
monokristalline Struktur (Weishaupt et al., 2006) mit einem mittleren hydrodynamischen 
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Durchmesser von 20 – 45 nm haben (Tassa et al., 2011). CLIO (engl. cross-linked irone 
oxide) wiederum ist eine Form von MION mit einer quer vernetzten Dextranbeschich-
tung. (Wang et al., 2001; Tassa et al., 2011). Polykristalline Eisenoxidpartikel sind mag-
netische Eisenoxidpartikel, die aus mehreren (mindestens 2) zusammenhängenden 
Kristallen bestehen. Die herkömmlichen partikulären KM setzen sich aus mehreren, in 
ihrer Struktur variablen Eisenkernen und einer aus Polymeren aufgebauten Hülle (sog. 
coating) zusammen. Der SPIO-Kern ist vorwiegend aus Fe3O4 und Fe2O3 zusammenge-
setzt. Beide Eisenoxide besitzen similäre Gitterparameter. Kubisch flächenzentrierter 
Magnetit mit einer Gitterkonstante von 0,8396 nm enthält sowohl dreiwertiges als auch 
zweiwertiges Eisen. Maghemit hat ebenfalls ein kubisch flächenzentriertes Gitter mit ei-
nem Gitterparameter von 0,8346 nm. Das Fehlen von Fe2+ wird durch die Bildung statis-
tischer Fehlstellen im Oktaederlückengitter ausgeglichen. Magnetit kann zur Maghemit 
oxidieren. Die schematische Struktur von SPIO-Partikeln ist in Abb. 10 zu sehen. 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung A) der Spinell-Kristallstruktur der SPIO-Domäne, B) 
eines SPIO-Kristalls mit mehreren magnetischen Domänen in zufälliger Orientierung, C) 
und D) eines vollständigen SPIO-KM mit Hülle. Fehlt ein magnetisches Feld, sind die 
magnetischen Momente zufällig ausgerichtet. Die magnetischen Domänen der Kristall-
struktur des Eisenoxidkerns bilden den SPIO-Kern/Kristall. Diese können mit einem 
stabilen Material beschichtet sein und so monokristalline (C) oder polykristalline (D) 
SPIO-Partikel bilden. (aus Wang et al., 2001, modifiziert von Ittrich et al., 2013) 
 
Die beiden Strukturen werden als inverse Spinelle bezeichnet. Die Größe der Hülle 
schwankt dabei noch stärker als die der Eisenkerne und unterscheidet sich bei den ein-
zelnen Kontrastmitteln je nach verwendetem Polymer (z. B. Dextrane, Polyethylengly-
cole) und der elektrischen Ladung. Die Funktion der Hülle besteht in erster Linie in der 
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Stabilisierung der Kontrastmittelteilchen in Lösung, da diese sonst unter physiologischen 
Bedingungen ausfallen würden. Weiterhin dient die Hülle der Reduktion des Ausmaßes 
der Adsorption von Proteinen und Zellen sowie der Maskierung von Oberflächeneigen-
schaften der Partikel. An die Hülle lagern sich Wassermoleküle an; dies wird bei der 
Bestimmung der mittleren hydrodynamischen Durchmesser mitberücksichtigt (Corot et 
al., 2006). 
Für die Erkennung durch das MPS sind die Oberflächenstruktur, die Ladung und die 
Größe ausschlaggebend. Je kleiner die Partikel sind, desto länger entgehen sie der Pha-
gocytose beim Durchfluss durch Leber und Milz. So werden Partikel mit einem Durch-
messer von unter 20 nm langsamer aus dem zirkulierenden Blut herausgefiltert und er-
möglichen eine längere Bluthalbwertzeit. Auf der anderen Seite kann aufgrund der ge-
ringen Partikelgröße und der daraus resultierenden Bluthalbwertszeit eine Aufnahme in 
periphere Organe und die dortige Aufnahme durch Zellen des MPS, des Interstitiums 
und der Lymphknoten, stattfinden. 
Die intrazelluläre Metabolisierung ist von der chemischen Zusammensetzung der Eisen-
oxidnanopartikel abhängig. Ferumoxtran-10 wurde in lysosomalen Kompartimenten der 
Makrophagen innerhalb von 7 Tagen vollständig abgebaut (Schulze et al., 1995). 
Ferumoxtran wird in der Lymphknoten-Bildgebung verwendet und gehört zu den mit 
Dextran beschichteten USPIO-Partikeln. Die Dextranhülle wird von Dextranasen abge-
baut und fast ausschließlich (89 % in 56 Tage) im Urin ausgeschieden. Eisen wird in die 
körpereigenen Eisenspeicher eingebaut, nach Markierung mit radioaktivem 59-Fe wurde 
es in den roten Blutkörperchen (Hämoglobin) gefunden. Ferritin ist eine Form der physi-
ologischen Speicherung von Eisen (Speicherprotein). Ein Anstieg der Ferritin- und 
Transferrinwerte wurde in mehreren Studien nachgewiesen (Taylor et al., 1999; Taupitz 
et al., 2004). Ähnlich wie beim endogenen Eisen werden nur 16 – 21 % des aufgenom-
menen Eisens 84 Tage nach der SPIO-Injektion über den Fäzes ausgeschieden. Der-
selbe Metabolisierungsweg wurde für Ferumoxide beschrieben (Weissleder et al., 1990).  
Es ist nicht immer möglich, die Pharmakokinetik, das metabolische Profil oder die sub-
zelluläre Verteilung einer bestimmten Art von Eisenoxidnanopartikeln vorherzusagen, da 
ihre Beschichtungen großen Unterschieden unterliegen.  
 
1.5. Zetapotential 
Das Zetapotential spielt eine wichtige Rolle bei der elektrokinetischen Charakterisierung 
von Festkörper-Flüssigkeit-Verbindungen und wird als elektrisches Potential an der 
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Scherebene in der diffusen Schicht definiert (Abb. 11). Das Zetapotential ist eine Funk-
tion der Ladungsdichte der Oberfläche, der Lokalisierung der Scherebene und der Struk-
tur der Oberfläche. Letztere dient als sehr wichtiger Parameter für zahlreiche Eigen-
schaften dispergierter Materialien. Die Ladungsdichte wird als Differenz der Konzentra-
tionen von Gegen- und Co-Ionen definiert. Sie sinkt mit zunehmender Entfernung von 
der Oberfläche des Partikels. Eine fundamentale Eigenschaft einer Metalloxidoberfläche 
ist ihre Tendenz, im Kontakt mit Wasser eine Oberflächenladung zu bilden. Das induziert 
elektrostatische Effekte in der Nachbarschaft der geladenen Partikel. Diese Nettoladung 
der Partikel beeinflusst die Verteilung umgebender Ionen, sodass die Konzentration von 
Gegenionen in Umgebung der Partikel steigt. Das bedeutet, dass die Ausdehnung der 
Doppelschicht von der ionischen Kraft der Lösung abhängt (Hunter et al., 2001). Die 
Doppelschicht besteht aus einer starren (Helmholtz-)Schicht und einer diffusen Kompo-
nente (Abb. 11). Die diffuse Schicht besteht wiederum aus Gegenionen.  
 
Abb. 11: Modell des Aufbaus der elektrochemischen Doppelschicht nach Stern. Wenn 
sich die Partikel in einer elektrolytischen Suspension befinden, bildet sich um die meist 
negativ geladenen Partikel eine elektrochemische Doppelschicht aus, die für die elekt-
rostatische Abstoßung der Partikel untereinander verantwortlich ist. (aus Lagaly, 1997) 
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Die Ladungsstruktur wird als elektrochemische Doppelschicht definiert. Nach der starren 
Helmholtz-Schicht folgt ein diffuser Teil. Die Anionen oder Kationen werden an den kol-
loiden Teilchen adsorbiert und bilden die teils starre, teils diffuse elektrochemische Dop-
pelschicht. So wird rund um das Teilchen eine Ladungswolke gebildet. Diese positiven 
oder negativen Überschussladungen bewirken die abstoßenden Eigenschaften der Kol-
loide und sind für die Stabilität der Dispersionen verantwortlich.  
Bei einer großen elektrochemischen Doppelschicht überwiegen die Abstoßungskräfte. 
Nach dem Hinzufügen von Elektrolyten zur kolloidalen Dispersion wird die Doppelschicht 
verkleinert, die Teilchen nähern sich an. Infolge weiterer Zugabe von Elektrolyten wird 
die elektrochemische Doppelschicht weiter komprimiert, Anziehungskräfte werden wirk-
sam und es kommt zur Agglomeration der Teilchen.  
Die Dicke der Doppelschicht ist von der Art der Ionen und ihrer Konzentration in der 
Lösung abhängig. Wenn sich die Elektrolytkonzentration ändert, kommt es zur Verände-
rungen in der Lokalisierung der Scherebene, entweder durch Veränderungen in der Di-
cke und Polarisierung der Doppelschicht oder durch eine Modifizierung der Oberflächen-
morphologie. Wenn sich ein Partikel in einer Elektrolytlösung bewegt, wird mit dem Par-
tikel auch eine dünne Flüssigkeitsschicht bewegt. Die Schicht zwischen beweglicher und 
nicht beweglicher Flüssigkeit wird als Gleitebene definiert.  
Das Zetapotential ist ein Maß für die Oberflächenladung eines Teilchens in Lösung. Bei 
einem zu niedrigen Zetapotential tritt eine Agglomeration zwischen den Partikeln ein. Die 
Höhe des Zetapotentials wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst, dazu gehören u. 
a. der pH-Wert, die Ionenkonzentration in der Lösung und die Art der oberflächenaktiven 
Substanzen. Für polare Lösungsmittel und kleine diffuse Schichten gilt die Smoluch-
owski-Gleichung (Thode et al., 2000), für unpolare Lösungsmittel und große diffuse 
Schichten gilt die Hückel-Gleichung. Beide Gleichungen sind von der Henry-Gleichung 
abgeleitet. 
Die Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek-(DLVO-)Theorie beschäftigt sich mit der Stabi-
lität kolloidaler Systeme und betrachtet unterschiedliche anziehende und abstoßende 
Wechselwirkungsenergien. Nach dieser Theorie ist die Stabilität magnetischer Kolloide 
in Abwesenheit eines externen magnetischen Felds (Janssen et al., 1990) vom Gleich-
gewicht zwischen Anziehungs- (Dipol-Dipol-, VDW-Wechselwirkungen) und Absto-
ßungskräften (sterische und elektrostatische Wechselwirkungen) abhängig. Dieses 
Gleichgewicht wird als Gesamtwechselwirkungspotential bezeichnet oder als energeti-
sche Barriere zwischen kolloidalen Partikeln (Valle-Delgado et al., 2003). Dieses Ge-
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samtwechselwirkungspotential ist u. a. von dem elektrischen Potential der Partikelober-
fläche, der Elektrolytkonzentration im Medium, der Valenz der Gegenionen, der Partikel-
größe sowie der Hamaker-Konstante abhängig. Die elektrostatische Wechselwirkungs-
energie ist abhängig von der Elektrolytkonzentration, während die Anziehungskräfte nur 
von der spezifischen Natur der Partikel abhängig sind. Die Stabilität kolloidaler Dispersi-
onen kann anhand der Veränderungen der Ionenkräfte in Lösung geprüft werden. Ist die 
sterische Stabilität der Partikel nicht ausreichend vorhanden, führt eine Erhöhung der 
Elektrolytkonzentration zu einer signifikanten Verringerung der Doppelschicht und folg-
lich des Gesamtwechselwirkungspotentials.  
Da die Stabilität auf der Partikeloberfläche eine hohe Ionenkraftempfindlichkeit und eine 
schwache Elektrolytresistenz zeigt, kann die Flockung eines Kolloids mittels sterischer 
Stabilisierung vermindert werden. Die modifizierten Partikel sind dann unabhängig von 
Ionenstärke und Ladung der vorhandenen Ladungsträger. Dadurch ist selbst bei höhe-
rem Salzgehalt und in einem breiten pH-Spektrum die Stabilität gewährleistet. Ein effizi-
entes Coating magnetischer Partikel kann zu einer kombinierten elektrostatischen und 
sterischen (elektrosterischen) Stabilität führen (Ortega-Vinuesa et al., 1996). Durch 
diese Kombinierung wurde die kolloidale Stabilität signifikant verbessert.  
Bei sterisch oder elektrosterisch stabilisierten Partikeln kommt es an der Oberfläche zur 
Ausbildung einer elektrischen Doppelschicht. Das Zetapotential wird durch die Bewe-
gung des Partikels durch das Medium hervorgerufen. Hierbei bewegt sich das Partikel 
mit der Helmholtz-Schicht (starr) und einem Teil der diffusen Schicht. Das Zetapotential 
ist die Potentialdifferenz zwischen dem stationären und dem beweglichen Teil der elekt-
rochemischen Doppelschicht. Die elektrostatische Stabilisierung ist dann gegeben, 
wenn die Resultierende aus den Abstoßungs- und den Anziehungskräften positive Werte 
annimmt, die Abstoßungskräfte werden infolge der Wirkung der elektrochemischen Dop-
pelschicht überwiegen. Die Koagulation ist ein Kriterium für die Stabilität oder Instabilität 
des kolloid-dispersen Systems. Eine Koagulation tritt dann auf, wenn durch Elektrolytzu-
gabe die Dicke der elektrochemischen Doppelschicht verringert wird, sodass die Anzie-
hungskräfte überwiegen.  
Das Zetapotential ist ein wichtiger Parameter zur quantitativen Beschreibung der La-
dungseigenschaften von Kolloidteilchen und Grenzphasen. Außerdem kann die Zellauf-
nahme der SPIO-Partikel vom Zetapotential abhängig sein.  
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1.6. Zielsetzung 
Eine schnelle Entwicklung der zellbasierten Therapie fordert eine Optimierung vorhan-
dener Detektionsmethoden, mittels derer die Zellmigration nach der Transplantation vi-
sualisiert werden kann. Die MRT wird für das In-vivo-Zelltracking eingesetzt, da so das 
Zellschicksal in präklinischen Studien nicht invasiv verfolgt und untersucht werden kann. 
Die Zellen sind aber nur nach einer magnetischen Markierung mit SPIO-Partikeln zu 
detektieren.  
Die Experimente sollten mit 2 unterschiedlichen SPIO-Formulierungen (FeraSpin™ R 
und FeraTrack™ Direct Contrast Particles) durchgeführt werden, die sich in ihrer Größe, 
Oberflächenladung und Hüllenschicht unterscheiden.  
In der vorliegenden Arbeit sollte die Effizienz der Markierung mit SPIO-Partikeln in pha-
gocytierenden (humane leukämische Monocyten-Zelllinie und Maus-Makrophagen-Zell-
linie) und nicht phagocytierenden Zellen (humane mesenchymale Stammzellen) unter-
sucht werden. Die Markierungsversuche wurden bei 2 phagocytierenden Zelllinien bei 
unterschiedlichen SPIO-Konzentrationen und verschiedenen Inkubationszeiten durch-
geführt.  
Die Zellen, die zur Phagocytose fähig sind, besitzen einen SR-A1-Rezeptor, der negativ 
geladene Partikel erkennen kann. Die Aufnahme kann sowohl durch SR-A1 als auch 
durch clathrinvermittelte Endocytose oder Pinocytose erfolgen. Deshalb werden von 
phagocytierenden Zellen sowohl negative als auch positive Partikel aufgenommen. 
FeraSpin™ R sind negativ geladene SPIO-Partikel, die für die Markierung von J774A.1- 
und THP-1-Zellen verwendet wurden. 
Um die Aufnahme von nicht phagocytierenden Zellen zu erhöhen, erwiesen sich negativ 
geladene Partikel zusammen mit TA als effizient. Dabei wird die Ladung dieses Komple-
xes durch TA positiv im Gegensatz zu Ferumoxiden allein. Da viele Arbeiten einen ne-
gativen Einfluss von Ferumoxiden mit TA auf das osteogene oder das chondrogene Dif-
ferenzierungspotential zeigten, bleibt die Verwendung von TA umstritten. FeraTrack™ 
Direct sind positiv geladene SPIO-Partikel, die man effizient ohne Verwendung von TA 
für die SPIO-Markierung von Stammzellen einsetzen kann. Da eine magnetische Mar-
kierung der Stammzellen nur dann effizient ist, wenn das Überleben, die Proliferation 
und Fähigkeit zur Selbsterneuerung sowie die Multipotenz der Zellen nicht beeinträchtigt 
werden, wurde das Differenzierungspotential zu Adipocyten und Osteoblasten nach der 
Markierung mit neuen SPIO-Partikeln geprüft.  
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Weiterhin sollten Phantomstudien durchgeführt werden. Für die Charakterisierung und 
den Vergleich der in dieser Arbeit verwendeten SPIO-Partikel mit kommerziell erhältli-
chen KM wurden ihre Relaxivitätswerte bestimmt; es wurden die T1- und T2-Relaxation-
zeiten verschiedener eisenoxidhaltiger KM-Lösungen bei 7 T gemessen und das r2/r1-
Verhältnis bei unterschiedlichen Eisenkonzentrationen in Wasser und Mausplasma im 
7-T-MRT ermittelt. 
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2. Untersuchung der Aufnahme von SPIO-Partikeln durch THP-1- 
und J774A.1-Zellen 
 
2.1.  Einleitung 
Im Folgenden werden Mechanismen dargestellt, durch die NP in die Zelle aufgenommen 
werden und die durch die physikalischen Charakteristika der NP, ihre Interaktion mit der 
biologischen Umgebung und die Zellmembraneigenschaften bestimmt sind. Die Größe 
und Form der NP sowie deren Oberflächenladung und Hydrophobizität können den Auf-
nahmeweg beeinflussen. Bei modifizierten NP ist ihre Aufnahme von konjugierten Lig-
anden abhängig. Es sind mehrere Wege der Aufnahme in die Zelle bekannt. Es gibt 2 
unterschiedliche Mechanismen: die Endocytose und die Phagocytose. Phagocytose 
kommt bei wenigen Zellarten vor. Bei diesem Prozess wird ein Bakterium oder ein gro-
ßes Partikel aufgenommen. Die Endocytose kann man in 2 Kategorien einteilen: Pinocy-
tose und rezeptorvermittelte Endocytose. Die Pinocytose ist eine unspezifische Flüssig-
keitsaufnahme mit darin befindlichen kleinen und großen Molekülen. Sie ist also eine 
Internalisierung extrazellulärer Flüssigkeit und wird abhängig von der Größe der Zell-
membraneinstülpung in Mikro- und Makropinocytose unterteilt. Dieser Weg der Auf-
nahme von NP in die Zelle kann ohne direkten Kontakt mit den NP erfolgen. Pinocytose 
ist der prädominante Weg für die Aufnahme großer NP und von Mikropartikeln. Die Mik-
ropinocytose erfolgt in den meisten Zellen, während die Makropinocytose nur in spezifi-
schen Zelltypen, z. B. in unreifen dendritischen Zellen, vorkommt. Die clathrinvermittelte 
Endocytose ist ein Mechanismus der zellulären Aufnahme, der die Bildung clathrinüber-
zogener Vesikel einschließt, die gewöhnlich ca. 100 nm im Durchmesser sind (Brodsky 
et al., 2001; Ehrlich et al., 2004). Dieser auch als rezeptorvermittelte Endocytose be-
zeichnete Vorgang wird durch die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor auf der 
Zellmembran initiiert. Durch die clathrinvermittelte Endocytose werden ligandenkonju-
gierte NP in spezifische Zellen internalisiert. Bei der rezeptorvermittelten Endocytose 
müssen sich zuerst die Makromoleküle (Liganden) an Rezeptoren auf der Außenfläche 
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der Plasmamembran binden. Diese Rezeptoren sammeln sich in spezialisierten Ab-
schnitten der Plasmamembran, die coated pits. Der Rezeptor-Ligand-Komplex wird in 
einem coated pit aufgenommen, das sich unter Bildung eines coated vesicle abschnürt. 
Dieses stößt dann aktiv seinen Clathrinbelag ab und es verbleibt ein frühes Endosom, 
das schließlich mit einem späten Endosom fusioniert. Danach gelangen die Liganden in 
ein Lysosom für die letzte chemische Abwandlung. Im frühen Endosom dissoziieren Lig-
anden und Rezeptoren. Zu den Liganden, die durch rezeptorvermittelte Endocytose auf-
genommen werden, gehören unter anderem LDL-(Lipoprotein niederer Dichte, engl. low 
density lipoprotein-)Partikel, Transferrin, Insulin sowie die meisten Proteinhormone. Man 
unterscheidet die Transcytose von anderen Zellaufnahmemechanismen; dabei erfolgt 
ein unverändertes Durchschleusen von Proteinen in Vesikeln. Eine weitere Form ist die 
caveolenabhängige Endocytose. Caveolen sind Vesikel mit 50–100 nm Durchmesser 
(Nabi & Le, 2003). Diese Vesikel sind von Sphingolipiden, Cholesterol und Caveolin um-
geben. Über diesen Weg erfolgt meistens die Internalisierung anionischer Nanopartikel.  
 
Die zelluläre Aufnahme von Eisen findet durch rezeptorvermittelte Endocytose über ei-
nen Fe-Transferrin-Komplex statt. Bei niedrigem pH-Wert in den Endosomen dissoziiert 
das Eisen vom Transferrin und wird ins Cytoplasma übertragen, wo es in den intrazellu-
lären labilen Eisenpool eindringt, um niedermolekulare Eisenkomplexe zu bilden oder 
hochmolekulare Zwischenprodukte. Fe kann in Ferritin gespeichert werden oder zur 
Hämsynthese in den roten Blutzellen beitragen (Richardson & Ponka, 1997).  
Bei einem Anstieg von freiem Fe im Serum steigt die Konzentration von Transferrin, 
welches freies Eisen in die Zelle transportiert. Ein Anstieg freien Eisens kann die Lip-
idperoxidation initiieren und letztendlich zur DNA-Beschädigung führen (Emerit et al., 
2001; Gutteridge et al., 1982). Um die cytoplasmatische Eisenkonzentration aufrechtzu-
erhalten und die Entstehung von ROS zu verhindern, erfolgt eine Regulation durch die 
Interaktion zwischen Transferrin und Ferritin (Crinhton et al., 2002; Crinhton & Ward, 
2003; Garner et al., 1998).  
Die Scavenger-Rezeptoren (engl. scavenger receptor, SR) sind wichtige phagocytische 
Rezeptoren. Der Makrophagen-SR vermittelt die Erkennung eines breiten Spektrums 
negativ geladener Makromoleküle einschließlich modifizierter LDL und bindet diese Mak-
romoleküle, z. B. modifizierte Proteine, Nukleinsäuren, Carbohydrate, genauso gut wie 
modifizierte Lipoproteine. SR vom Typ AI/II spielen eine wichtige Rolle bei der Aufnahme 
von dextranbeschichteten SPIO durch Makrophagen in vitro. Sie vermitteln die op-
soninunabhängige Internalisierung von dextranbeschichteten SPIO-Nanopartikeln über 
die positiv geladene extrazelluläre kollagenähnliche (engl. collagen-like, CL) Domäne. 
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Da dextranbeschichtete Partikel schwach anionisch sind, ist deren Erkennung meistens 
SR-abhängig. Es wurde nachgewiesen, dass dextranbeschichtete SPIO-Partikel an Kol-
lagen Typ 1 binden konnten. SR-AI, CLP1, SR-PSOX und MARCO förderten die SPIO-
Aufnahme durch HEK293T (Rezeptor-transfizierte Zellen).  
SR-AI besteht aus einer cysteinreichen (engl. cysteine rich, CR) Domäne (110 Amino-
säuren, AS), einer collagen-like-Domäne (72 AS), einer α-helikalen Coiled-Coil-Domäne 
(163 AS), einem Spacer (32 AS), einer Transmembrandomäne (26 AS) und einer zyto-
plasmischen Domäne (50 AS). Die CL-Domäne ist essenziell für die Bindung und Auf-
nahme der Liganden und stellt ein Cluster von positiv geladenen Aminosäuren dar. Eine 
Deletion in der CR–Domäne bei SR-AI führt zur verstärkten Aufnahme von SPIO. Durch 
eine Deletion in dieser Domäne bei MARCO wird dagegen die Aufnahme von SPIO ab-
gebrochen. Chao et al. (2012) behaupten, dass es der unterschiedliche Effekt dieser 
CR-Domäne vom SR-Subtyp abhängt.  
Vor Kurzem führten Chao et al. (2013) Studien zum Verständnis der Mechanismen von 
Bindung und Aufnahme der SPIO mittels SR-AI durch. Es wurde bewiesen, dass eine 
Dextranbeschichtung die Kernladung nicht neutralisiert. Aus diesem Grund sind Wech-
selwirkungen mit globulären kationischen Proteinen möglich. So wurde z. B. in den Stu-
dien die Bindung des Kininogens an 10-kDa-SPIO (dextranbeschichtete SPIO, Feridex, 
–13 mV Zetapotential), an 20-kDa-SPIO (–7,3 mV) und an quervernetzte dextranbe-
schichtete Eisenoxide (engl. crosslinked nanoparticles, CLIO) (–5 mV) nachgewiesen. 
Da Dextran nicht den ganzen Kern der Partikel beschichtet, entstehen einige Lücken 
und Poren, die den kleinen flexibleren Proteinen, einschließlich Protaminsulfat und Kini-
nogen, den Zugang erlaubt. Solche Beschichtungen, z. B. PEG, Dextran, Poloxamer, 
Hydrogel, können die Bindung von Plasmaproteinen an NP nicht effizient verhindern. 
Nach der Bindung der Proteine an SPIO-Partikel werden sie von SR-AI nicht erkannt.  
Chao et al. (2013) bestätigten, dass das Ausmaß der anionischen Ladung nicht mit der 
SR-AI-Erkennung korreliert. Allerdings gingen mit Zunahme des Molekulargewichts von 
SPIO die SR-AI-Bindung und -Aufnahme verloren. Die Autoren schlugen ein Modell für 
die Interaktion zwischen dem geladenen Lysin-Cluster (CL-Domäne) in SR-AI und der 
Kristallstruktur des Magnetits vor (Abb. 12). Dazu stellten sie 2 Hypothesen auf. Die erste 
lautet, dass die Interaktion aufgrund einer direkten Bindung der CL-Domäne mit der Kris-
talloberfläche möglich ist. Dabei befindet sich Dextran zwischen der Kristallstruktur der 
NP und der CL-Domäne. Die zweite Hypothese besagt, dass eine Interaktion zwischen 
SR-AI und den SPIO-Partikeln an denjenigen Stellen stattfindet, wo es kein Dextran gibt.  
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Abb. 12: Modell einer SR-AI-SPIO-Bindung. A) SPIO interagiert mit der CL-Domäne, 
Dextran liegt dazwischen. B) SPIO interagiert mit SR-AI-CLD an den Stellen, die nicht 
vollständig mit Dextran beschichtet sind. Und da bei einem Abstand von 30 Å (Dicke der 
Dextranbeschichtung) keine Interaktion stattfindet, wird die zweite Hypothese (B) akzep-
tiert. (aus Chao et al., 2013) 
In Computer-Modellierungs-Studien zeigte sich, dass die Bindung der CL-Domäne des 
SR-AI an den Fe3O4-Kristallinkern an dem Ort geschieht, der nicht mit dem Polymer be-
schichtet ist. Manche Autoren bewiesen, dass eine Wechselwirkung mit Serumproteinen 
für eine zielgerichtete Zellaufnahme nötig ist. Die hydrodynamische Größe der NP in 
Wasser und in Medium mit Serumproteinen kann unterschiedlich sein. Eine Interaktion 
der Partikel mit Proteinen könnte zu einer Aggregation führen. Und da damit die Größe 
der NP zunimmt, kann das wiederum zu einer verbesserten Aufnahme führen. 
2.2. Material und Methoden 
Die für die Durchführung der folgenden Experimente benötigten Chemikalien sind im 
Anhang aufgelistet. Zum Ansetzen von Lösungen und Puffer wurde Reinstwasser be-
nutzt. Die sterilen Arbeiten erfolgten in einer Sterilbank (Hera-safe, Type HS 12/2, Hera-
eus Instruments).  
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2.2.1. Kultivierungsbedingungen 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden unter standardisierten Bedingungen 
bei 37 ºC, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Für die Erhal-
tungskultur wurden T-25- und T-75-Kulturflaschen (Sarstedt AG & Co) verwendet. 
 
2.2.2. Zellzahlbestimmung 
 
Für die Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauer-Zählkammer (Neubauer improved, 
0,0025 mm2, 0,1 mm Tiefe, Assistent Glaswarenfabrik, Karl Hecht KG) verwendet. Die 
Zellkammer wurde mit ca. 20 µl der Zellsuspension gefüllt. Anschließend wurden 4 der 
großen Quadrate der Kammer ausgezählt. Die Zellzahl/ml wurde folgendermaßen be-
rechnet: Mittelwert aus den 4 großen Quadranten x 104. 
2.2.3. Trypanblaufärbung 
 
Um die Vitalität der Zellen zu ermitteln, wurde die Trypanblaufärbung durchgeführt. Zur 
Färbung wurden ca. 5 x 105 Zellen 1 x mit PBS gewaschen und in einer 0,04%igen 
Trypanblaufärbelösung resuspendiert. Dann wurde die Zellsuspension 5 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert. Durch Auszählen in der Neubauer-Zählkammer wurde die Vi-
talität bestimmt.  
 
2.2.4. Auftauen und Einfrieren von Zellen 
 
Alle Zelllinien wurden im kryokonservierten Zustand geliefert. Zum Auftauen der Zellen 
wurde das Kryoröhrchen ca. 2–3 min im Wasserbad (bei 37 °C) erwärmt. Anschließend 
wurde die Zellsuspension in ein 15-ml-Röhrchen überführt, in 9 ml Wachstumsmedium 
resuspendiert und zentrifugiert (125 g, 6 min). Nach Entnahme des Überstands wurden 
die Zellen in Wachstumsmedium resuspendiert, gezählt und die Vitalität mittels Trypan-
blaufärbung bestimmt. Danach wurden die Zellen mit der von American Type Culture 
Collection (ATCC) empfohlenen Dichte in einem Zellkulturgefäß angesetzt. Um einen 
optimalen pH-Wert zu erreichen und eine übermäßige Alkalinität des Wachstumsmedi-
ums zu vermeiden, wurden die Zellen in ausreichend Kulturmedium 15 min im Brut-
schrank gehalten. 24 h nach dem Auftauen erfolgte ein Mediumwechsel. Aliquote von 
Zellen in der 2. bzw. 3. Passage wurden zur Langzeitaufbewahrung im Einfriermedium, 
das aus Wachstumsmedium mit 5 % (v/v) DMSO bestand, in sterilen Kryoröhrchen (Nal-
gene) in flüssigem Stickstoff eingefroren. Nach Ablösung der Zellen von der Oberfläche 
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(bei adhärenten Zelllinien) und Zentrifugieren wurden die Zellen im Einfriermedium re-
suspendiert und diese auf Kryoröhrchen aufgeteilt. Die Röhrchen wurden in einem mit 
Isopropanol gefüllten Gefriercontainer (Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene) bei –80 
°C über Nacht eingefroren. Anschließend wurden die Kryoröhrchen in Flüssigstickstoff 
(–196 °C) überführt.  
 
2.2.5. Kultivierung/Differenzierung THP-1-Zellen 
 
Die hier verwendeten Zellen wurden bei ATCC (Manassas, VA, USA) erworben. Die 
THP-1- Zellen wurden aus dem Blut eines an akuter monocytärer Leukämie erkrankten 
einjährigen Jungen isoliert (Tsuchiya et al., 1980). Sie weisen Merkmale von Monocyten 
auf, z. B. die Fähigkeit zur Phagocytose und die Produktion von Lysozymen. Die Kulti-
vierung der THP-1- Zellen erfolgte in RPMI-1640 + 10 % hitzeinaktiviertes FCS + 10 mM 
HEPES + 1 % Pen/Str + 0,05 mM 2-Mercaptoethanol. Die Zellen wachsen in Suspen-
sion. Der Mediumwechsel erfolgte durch Zugabe von frischem Medium. Die Zellen wur-
den alle 3–4 Tage in einer Dichte von 3 x 105/ml in frischem Zellkulturmedium neu aus-
gebracht. Zur Differenzierung der Monocyten in Makrophagen wurden THP-1-Zellen für 
48 h (72 h) mit 40 nM PMA inkubiert. Die Differenzierung von THP-1-Zellen kann mit 
PMA oder 1,25-Dihydroxyvitamin D3 induziert werden (Schwende et al., 1996). So diffe-
renzierte THP-1-Zellen zeigen eine erhöhte Expression von Makrophagenoberflächen-
markern und sind effizienter bei der Phagozytose im Vergleich zu undifferenzierten Zel-
len (Schwende et al., 1996; Daigneault et al., 2010). 
 
2.2.6. Kultivierung J774A.1-Zellen 
 
Die J774A.1-Zellen wurden ursprünglich aus einem Sarkom des retikulären Gewebes 
einer weiblichen BALB/c-Maus isoliert (Ralph et al., 1975). Sie sind zur Phagocytose 
fähig. Die makrophagenähnliche Zelllinie ist eine adhärent wachsende Kultur. Die Zellen 
wurden in Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium + 10 % FCS + 1 % Pen/Str kultiviert. 
Die Zellaussaat erfolgte in einer Dichte von 5 x 103–7 x 103 lebender Zellen/cm2. Beim 
Erreichen von 75–85 % konfluentem Wachstum (alle 3–4 Tage) wurden die Zellen vor-
sichtig durch Kratzen mit einem Zellschaber (BD Biosciences) abgelöst und subkultiviert. 
Bei der Zellzählung wurde die Vitalität durch Trypanblaufärbung bestimmt.  
Für diese Studie wurden murine Makrophagen sowie humane Monozyten aufgrund ihrer 
phagocytischen Kapazität ausgewählt, wodurch diese Zelltypen gut als In-vitro-Modell 
dienen können, um die Aufnahme von SPIO-Partikeln genauer zu untersuchen. 
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2.2.7. Verwendetes Kontrastmittel 
 
FeraSpin™ R (Viscover™, Miltenyi Biotec) gehört zu den superparamagnetischen Ei-
senoxidpartikeln. Die Partikel besitzen einen mittleren Durchmesser (hydrodynamischen 
Durchmesser) von 60 nm. Die Partikelsuspension liegt in einer Polydispersität vor und 
enthält Partikeldurchmesser zwischen 10 und 90 nm. Die Partikel sind polykristallin, d. 
h., sie bestehen aus mehreren (mindestens 2) zusammenhängenden Kristallen. Der kris-
talline Kern setzt sich aus Magnetit und Maghemit zusammen. Die Eisenoxide sind mit 
Carboxydextran beschichtet. Caboxydextran ist ein Dextran, das eine terminale Car-
boxylgruppe beinhaltet. Diese SPIO-Partikel haben eine negative Ladung, das Zetapo-
tential liegt nach Angaben des Herstellers bei –25 mV.  
 
2.2.8. Markierungsprotokoll 
 
Die THP-1-Zellen wurden auf je 2 ml mit 5 x 105 Zellen/ml und die J774A.1-Zellen in 
einer Dichte von ca. 5,2 x 104/cm2 (5 x 105 Zellen pro Well) in 6-Well-Platten ausgesät 
und mit SPIO-Partikeln (2,79 µg Fe/ml oder 27,92 µg Fe/ml) für 1, 4, 6, 12 und 24 h 
inkubiert. Die Zellen wurden in serumfreiem Medium inkubiert. Die hier getesteten SPIO-
Partikel mit Carboxydextranbeschichtung sind hydrophil, was eine unspezifische Pro-
teinbildung in vivo und in vitro reduziert. Dennoch wurde in dieser Studie ein serumfreies 
Medium für die Inkubation der Zellen mit Nanopartikeln gewählt, um eine mögliche Bil-
dung einer Proteinkorona zu vermeiden. 
 
2.2.9. Kolorimetrischer Ferrozin-basierter Assay zur Quantifizierung von Eisen 
in SPIO enthaltenden Zellen 
 
Der Ferrozin-Assay wurde modifiziert nach Riemer et al. (2004) durchgeführt. Nach der 
Inkubation mit SPIO-Partikeln wurde die Zellsuspension (THP-1-Zellen mit dem SPIO 
beinhaltenden Medium) in ein 15-ml-Gefäß überführt und 5 min bei 125 g zentrifugiert. 
Der Überstand wurde verworfen, das Pellet 3 x mit 6 ml PBS bei 125 g für 5 min gewa-
schen, um die extrazellulären Nanopartikeln zu entfernen. Nach der Inkubation der 
J774A.1-Zellen mit SPIO-Partikeln wurde das alte Medium mit den restlichen SPIO ab-
genommen. Die auf 6-Well-Platten (Sarstedt AG & Co) gewachsenen J774A.1-Zellen 
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wurden vorsichtig mit einem Zellschaber von der Oberfläche abgelöst, in ein 15-ml-Ge-
fäß mit frischem Medium überführt, abzentrifugiert und dann 3 x mit 6 ml PBS gewaschen 
(125 g, 5 min). Nach dem letzten Waschschritt wurde die Zellzahl jeder Probe bestimmt.  
Anschließend wurden die THP-1- und die J774A.1-Zellen mit 200 µl 50 mM NaOH lysiert. 
Nach 30 min Inkubation bei RT wurden die Proben in 1,5-ml-Eppendorfgefäße überführt. 
Nach der Zugabe von 200 µl Eisenfreisetzungsreagenz (4,5 % (w/v) Kaliumperman-
ganatlösung und 1,4 M HCl im Verhältnis 1:1) wurden die Proben 2 h lang bei 60 ºC und 
100 rpm im Schüttler (Infors AG, Minitron) inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe 
von 60 µl des Eisendetektionsreagenz (6,5 mM Ferrozin, 6,5 mM Neocuproin, 2,5 M 
Ammoniumacetat, 1 M Ascorbinsäure). Das Ferrozin lieferte mit Eisen einen violetten 
Farbkomplex. Zur Entwicklung des Ferrozin-Eisen-Farbkomplexes wurden die Proben 
kräftig mit der Hand geschüttelt und 1 min bei 200 g abzentrifugiert, danach wurden 200 
µl der untersuchten Proben pro Well auf eine 96-Well-Platte überführt. Sodann wurde 
die Absorption bei 560 nm in einem ELISA-Reader (Multiskan Ascent Microplate Photo-
meter, Thermo Fisher Scientific) gemessen. Als Standard wurde Eisen(III)chlorid ver-
wendet. Das Eisen wurde durch die Behandlung mit salzsaurer Kaliumpermanganatlö-
sung als Fe(III) freigesetzt und mit Ascorbinsäure zu Fe(II) reduziert. Anschließend 
wurde das freigesetzte Eisen durch den Eisenchelator Ferrozin gebunden. Durch Zu-
gabe des Kupferchelators Neocuproin wurde die Bindung von Ferrozin an Kupfer ver-
hindert. Zur Quantifizierung der Eisenkonzentration in den Proben wurde eine Standard-
kurve mit 0−400 μM FeCl3 mitgeführt. Das Bestimmtheitsmaß R2 lag bei 0,99. 
Beim Ferrozin-basierten Assay wurde die Kontrollprobe mitgeführt - also diejenigen Zel-
len, die ohne SPIO inkubiert worden waren. Der Eisengehalt der Probe wurde mittels 
ELISA-Reader gemessen und der so erhaltene, natürlich vorkommende Eisengehalt von 
jeder anderen Probe abgezogen. 
 
2.2.10. Berliner-Blau-Färbung 
 
Für den lichtmikroskopischen Nachweis des zellulären Eisengehalts wurden PMA-stimu-
lierte THP-1- und J774A.1-Zellen für 6, 12 bzw. 24 h mit SPIO-Partikeln unterschiedlicher 
Konzentrationen (2,79 µg Fe/ml und 27,92 µg Fe/ml) in 6-Well-Platten inkubiert. Die Zell-
zahl pro Well lag zwischen 5 x 105 und 1 x 106. Vor der Fixierung wurden die Zellen mit 
SPIO und unbehandelte Zellen (Kontrollzellen) 3 x mit PBS gewaschen. Die gewasche-
nen Zellen wurden 15 min bei 4 ºC mit 4 % Formalin fixiert und erneut 1 x mit PBS 
gewaschen. Dann wurden die Zellen mit einer 5%igen Salzsäure- und einer 5%igen Ka-
liumferrocyanidlösung (direkt vor dem Versuch im Verhältnis 1:1 gemischt) 10 min lang 
gefärbt und 2 x mit Milipore-Wasser gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 10-15 
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min mit Kernechtrot-Aluminiumsulfatlösung gegengefärbt und 3 x mit Milipore-Wasser 
gewaschen. Für die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurde ein Zeiss Mikroskop des 
Typs Axio Observer.Z1 mit der Software-Version 4.8.2 von AxioVision verwendet und 
dazu das Objektiv EC Epiplan-Neofluar 20x/0,5 Pol genutzt. Die lichtmikroskopischen 
Aufnahmen wurden mit einer Kamera des Modells AxioCam ICc1 erstellt.  
 
2.2.11. Statistische Auswertung 
 
Die Messdaten wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung aus n unabhängigen Ex-
perimenten dargestellt. Die statistische Analyse wurde mit einem ungepaarten t-Test und 
einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit nachfolgendem Tukey-Test durch-
geführt. Ein Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Softwareprogramm SPSS Statistics 21. 
 
2.3. Ergebnisse und Diskussion 
 
A) 
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B) 
Abb. 13: Intrazellulärer Eisengehalt von J774A.1- (A) und THP-1-Zellen (B) nach 1, 4, 
6, 12 und 24 h Inkubation mit 2,79 µg Fe/ml bzw. 27,92 µg Fe/ml FeraSpin™ R. Der 
Eisengehalt in den Zellen wurde mittels Ferrozin-Test ermittelt. Dargestellt sind Mittel-
werte ± Standardabweichung von 2 unabhängigen Experimenten. Jede Probe wurde in 
Triplikaten getestet. * zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Proben einer 
Zelllinie, die mit 2,79 µg Fe/ml und 27,92 µg Fe/ml beladen wurden, bei jeder Inkubati-
onszeit (p ≤ 0,05). 
** signifikanter Unterschied im Eisengehalt zwischen den J774A.1- und THP-1-Zellen 
bei jeder Konzentration und jeder Inkubationszeit (p ≤ 0,05).  
 
Die mit 2,79 µg Fe/ml inkubierten J774A.1-Zellen zeigten schon nach 4 h eine effiziente 
Aufnahme der Eisenpartikel in die Zellen (Abb. 13A), die THP-1-Zellen erst ab 6 h Inku-
bationszeit (Abb. 13B). Mit der Zunahme der Eisenkonzentration auf 27,92 µg Fe/ml 
konnte eine Aufnahme von SPIO schon ab 1 h in beiden untersuchten Zelllinien beo-
bachtet werden. Bei dieser Konzentration steigerte sich die Aufnahme der Partikel mit 
zunehmender Inkubationszeit. Es bestand kein signifikanter Unterschied in dem Eisen-
gehalt bei einer Konzentration von 2,79 µg Fe/ml zwischen 4, 6, 12 und 24 h in J774A.1- 
Zellen und zwischen 6, 12 und 24 h in THP-1- Zellen. Die Aufnahme der SPIO in J774A.1 
und THP-1- Zellen bei einer Konzentration von 27,92 µg Fe/ml zwischen 4 und 6 h und 
zwischen 12 und 24 h unterschied sich nicht signifikant (Tukey-Test, p ≤ 0,05). 
Bei einer Konzentration von 2,79 µg Fe/ml und einer Inkubationszeit von 24 h zeigte sich 
in den J774A.1-Zellen eine Eisenaufnahme von 3,08 pg Fe/Zelle (Tab. 1). Bei einer 10-
fachen Steigerung der SPIO-Konzentration und einer Inkubationszeit von 12 h stieg die 
Eisenaufnahme auf 13,77 pg Fe/Zelle.  
Bei 2,79 µg Fe/ml FeraSpin™ R konnte nach 6 h Inkubation 1,47 pg Fe/Zelle in den 
THP-1-Zellen nachgewiesen werden. Bei einer SPIO-Konzentration von 27,92 µg Fe/ml 
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und nach 24 h Inkubation betrug die maximale Eisenaufnahme 9,84 pg Fe/Zelle. Die 
SPIO-Konzentration von 27,92 µg Fe/ml erwies sich als am effizientesten, da schon nach 
einer Inkubation von 1 h ein signifikanter Anstieg der Aufnahme von SPIO-Partikeln be-
obachtet wurde. Nach weiteren 4 und 6 h wiesen die Zellen einen erheblich höheren 
Eisengehalt im Vergleich zu 1 h Inkubationszeit auf. Bei einer Inkubationszeit von 24 h 
wurde noch deutlicher, dass die mit 27,92 µg Fe/ml SPIO-inkubierten THP-1-Zellen eine 
größere Menge Eisen enthielten als die mit 2,79 µg Fe/ml SPIO-inkubierten Zellen. Eine 
höhere Konzentration ermöglicht also bei einer geringeren Inkubationszeit eine effizien-
tere Zellaufnahme.  
Tabelle 1: Eisengehalt von J774A.1- und THP-1-Zellen in Abhängigkeit von der Inkuba-
tionszeit und verschiedenen Inkubationsbedingungen (2,79 μg Fe/ml Fe oder 27,92 μg 
Fe/ml). n.d. – not detectable 
 
 
Die Berliner-Blau-Färbung ermöglichte die Visualisierung derjenigen Zellen, die Eisen-
oxidnanopartikel aufgenommen hatten, im Mikroskop.  
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Abb. 14 zeigt, dass der Eisengehalt der mit SPIO-Partikeln einer Konzentration von 2,79 
µg Fe/ml inkubierten J774A.1-Zellen (A, C) deutlich geringer war als der derjeniger Zel-
len, die mit 27,92 µg Fe/ml inkubiert worden waren (B, D). Bei der höheren Konzentration 
wurde eine verstärkte Aufnahme blau angefärbter Eisenoxidpartikel sichtbar. Die 
stärkste Eisenaufnahme zeigten Zellen, die 12 h mit 27,92 µg Fe/ml (Abb. 14 D) inkubiert 
worden waren.  
 
 
Abb. 14: Berliner-Blau-Färbung von J774A.1-Zellen nach 6 h Inkubation mit 2,79 µg 
Fe/ml (A) bzw. 27,92 µg Fe/ml (B) FeraSpin™ R; nach 12 h Inkubation mit 2,79 µg Fe/ml 
(C) bzw. 27,92 µg Fe/ml (D) FeraSpin™ R; und ohne SPIO-Partikel (E). Messbalken 50 
µm. (Vergrößerung: 200x) 
 
Die mit 2,79 µg Fe/ml FeraSpin™ R inkubierten PMA-stimulierten THP-1-Zellen zeigten 
hier nach 12 h (Abb. 15A) bzw. nach 24 h (Abb. 15C) wenige intrazelluläre Partikel, 
während die Zellen nach Inkubation mit 27,92 µg Fe/ml FeraSpin™ R eine Vielzahl int-
razellulärer Einschlüsse aufwiesen (Abb. 15B, 15D). 
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Abb. 15: Berliner-Blau-Färbung von PMA-stimulierten THP-1-Zellen nach 12 h Inkuba-
tion mit 2,79 µg Fe/ml (A) bzw. 27,92 µg Fe/ml (B) FeraSpin™ R; nach 24 h Inkubation 
mit 2,79 µg Fe/ml (C) bzw. 27,92 µg Fe/ml (D) FeraSpin™ R; und ohne SPIO-Partikel 
(E). Zur Differenzierung der Monocyten in Makrophagen wurden THP-1-Zellen für 48 h 
(A, B, E) und 72 h (C, D) mit 40 nM PMA inkubiert. Nach der Stimulation wurden adhärent 
gewordene Zellen für 12 oder 24 h mit SPIO-Partikeln inkubiert. Die Makrophagen sind 
elongiert und haben lange Pseudopodien gebildet, die Monocyten sind rund bis eiförmig. 
Messbalken 50 µm. (Vergrößerung: 200x)  
 
Für die sichere Anwendung von Nanotechnologien und Nanomaterialien ist das intrazel-
luläre Schicksal der NP von entscheidender Bedeutung. Die Makrophagen, die SPIO-
Partikel in vitro aufgenommen haben, können nach Injektion in das Zielgewebe/-organ 
mittels MR verfolgt werden. Für dieses sogenannte In-vivo- Monitoring der Zellmigration 
sind SPIO besonders geeignet. Mit ähnlichen Ansätzen können unterschiedlichste Zell-
typen ex vivo mit SPIO markiert werden.  
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In der vorliegenden In-vitro-Studie wurde die Aufnahme von carboxydextranbeschichte-
ten SPIO-Partikeln in 2 phagocytierende Zelllinien untersucht. Der intrazelluläre Eisen-
gehalt wurde photometrisch und mikroskopisch bestimmt. Es wurde eine adhärente und 
eine Suspensionskultur verwendet. Beide Zelllinien werden häufig eingesetzt, um neue 
Partikel und deren Effizienz zu überprüfen (Corot et al., 2006; Janic et al., 2009; Lunov 
et al., 2011; Mosqueira et al., 1999; Serda et al., 2010). 
 
Partikelgröße, Partikelbeschichtung, Kulturmedium, Partikelkonzentration und Inkubati-
onszeit sind wichtige Faktoren, die während der Zellaufnahme optimiert werden müssen. 
Die intrazelluläre Antwort nach der NP-Aufnahme wird durch ihre physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften, die intrazelluläre Konzentration, die Dauer des Kontakts sowie die 
Interaktion mit biologischen Molekülen beeinflusst. Oberflächeneigenschaften wie Rau-
heit, Hydrophobizität und Ladung führen zu den unspezifischen Bindungskräften, die die 
Zellaufnahme fördern. Spezifische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen führen im Allge-
meinen zur endocytotischen Aufnahme. Partikelgröße, Form, Zelltypen und Stadium der 
Differenzierung sind wichtige Parameter bei der Wahl des endocytotischen Wegs. Die 
Bindung der Liganden an Transferrinrezeptoren kann eine Endocytose mittels clathrin-
coated pits auslösen (Qian et al., 2002). Caveolae sind in vielen Säugerzellen vorhanden 
(z. B. bei Adipocyten, Endothel- und glatten Muskelzellen, Fibroblasten, jedoch selten in 
anderen). Die Caveolae-vermittelte Endocytose ist bei der Aufnahme von Viren und vi-
ralen Hüllproteinen beteiligt. Generell gilt, dass Phagocytose bei Teilchen > 0,5 µm statt-
findet. Viele nanoskalige Materialien agglomerieren zu dieser Größe. Hier sollte zwi-
schen primären Partikeln, Aggregaten (stark gebundenen oder kondensierten Partikeln) 
und Agglomeraten (frei gebundenen Partikeln oder unter VDW-Kräften gebundene Teil-
chen) (Min et al., 2008; Oberdörster et al., 2005) unterschieden werden. Bei manchen 
Partikeln kann der hydrodynamische Durchmesser in einer PBS-Lösung signifikant grö-
ßer als in Wasser sein.  
 
Metz et al. (2004) untersuchten die Aufnahme unterschiedlicher SPIO-Partikel durch hu-
mane Monozyten bei Plasmakonzentrationen, z. B. 9 µg Fe/ml für Ferucarbotran, sowie 
bei einer Konzentration von 100 µg Fe/ml. Yang et al. (2011) berichteten, dass bei der 
Bestimmung des Eisengehalts Ferucarbotran in das Kulturmedium für 24 h bei Konzent-
rationen von 1-100 µg Fe/ml hinzugefügt wurde. Dabei konnte bei 100 µg Fe/ml eine 
signifikante Zunahme in der Proliferation der Zellen beobachtet werden. Bei einer Kon-
zentation von 1-10 µg Fe/ml wurde keine Änderungen festgestellt. Roohi et al. (2012) 
verwendeten 300 µM für die Beladung der Makrophagenzelllinie P388-D1 mit carboxy-
dextranbeschichteten SPIO. Für unsere Untersuchungen wurde eine etwas niedrigere 
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Dosis sowie eine höhere Dosis ausgewählt, jedoch keine allzu hohe, um eine toxische 
Wirkung auszuschließen. 
 
Bei Inkubation von THP-1-Zellen mit SPIO-Partikeln konnte eine geringere Aufnahme 
von Eisen im Vergleich zu J774A.1-Zellen beobachtet werden. Bei den Versuchen mit 
der niedrigen Konzentration konnte der Eisengehalt in J774A.1-Zellen nach 1 h nicht 
detektiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 4-24 h variierte das intrazelluläre Ei-
sen in J774A.1-Zellen zwischen 2,29 und 3,08 pg pro Zelle. Bei den THP-1-Zellen war 
der Eisengehalt niedriger als bei den J774A.1-Zellen. Hier war die intrazelluläre Eisen-
menge weder nach 1 h noch nach 4 h zu nicht detektieren. Allerdings wurde der Unter-
schied in der Eisenaufnahme zwischen beiden Zelllinien erst bei der höheren SPIO-Kon-
zentration und nach einer Inkubation von 12 h signifikant. 
 
Um die Eisenaufnahme der Zielzellen zu verbessern, wurde eine Differenzierung der 
THP-1-Zellen zu Makrophagen durch die Stimulation mit PMA induziert und danach eine 
Berliner-Blau-Färbung durchgeführt. Die mit PMA stimulierten differenzierten THP-1-Zel-
len sind besser geeignet für den Einsatz als Makrophagen (Lunov et al., 2011). Damit ist 
eine verbesserte Aufnahme der verschiedenen Partikel und Substanzen gewährleistet, 
die allerdings noch nicht die Qualität menschlicher Makrophagen erreicht (Daigneault et 
al., 2010).  
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten einen signifikant höheren Eisengehalt, 
wenn die THP-1-Zellen mit carboxydextranbeschichteten SPIO-Partikeln inkubiert wur-
den im Vergleich zu früheren Ergebnissen mit dextranbeschichteten Partikeln (Raynal et 
al., 2004), wenngleich verschiedene Messverfahren (kolorimetrischer Ferrozin-Test vs. 
induktiv gekoppelte Plasma-Atom-Emissionsspektroskopie) und die unterschiedlich be-
handelten THP-1-Zellen (undifferenzierte vs. PMA-differenzierte) verwendet wurden.  
 
Metz et al. (2004) konnten zeigen werden, dass in der Carboxydextran-Gruppe im Ver-
gleich zur Dextran-Gruppe eine mehrfache Erhöhung der SPIO-Partikelaufnahme zu se-
hen war.  
Einen mit vorliegender Studie vergleichbaren Eisengehalt in Makrophagen zeigte die Ar-
beit von Yang et al. (2011b). Die Autoren konnten keinen signifikanten Unterschied in 
der Eisenaufnahme in murinen Makrophagen (RAW264.7) zwischen 6 und 24 h nach 
der Inkubation mit carboxydextranbeschichteten Eisenoxidnanopartikeln beobachten. In 
vorliegender Arbeit konnte bei der geringeren SPIO-Konzentration von 2,79 µg Fe/ml 
keine Abhängigkeit zwischen Eisenaufnahme und Inkubationszeit festgestellt werden. 
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Allerdings nahm bei der höheren Eisenkonzentration der Eisengehalt in den Zellen bei 
längerer Inkubation im 24-h-Verlauf zu. Boutry et al. (2008) haben die SPIO-Aufnahme 
in nicht-phagocytierenden Zellen verglichen. Dabei konnten sie eine Beziehung zwi-
schen Zelldichte und Eisenaufnahme feststellen und auf das Phänomen des „uptake 
yield“ zurückführen. So lag z. B. bei der magnetischen Markierung mit Endorem® die 
Zellanzahl von primären marrow stromal Zellen zwischen 2,41 x 105 und 3,1 x 105, und 
bei ansteigender Konzentration von 25 µg Fe/ml bis 200 µg Fe/ml wurden die unter-
schiedlichen Mengen an verfügbarem Eisen für jede Zelle in Abhängigkeit von Zellanzahl 
und SPIO-Konzentration berechnet. Dies spiegelte sich in der unterschiedlichen Menge 
des aufgenommenen intrazellulären Eisens pro Zelle wider, und zwar lag bei gleicher 
Zellanzahl mehr verfügbares Eisen pro Zelle bei höheren SPIO-Partikel-Konzentrationen 
vor als bei niedrigeren. Bei 3T6-Fibroblasten lag die Zellanzahl zwischen 1,68 x 106 und 
2,31 x 106, der Eisengehalt stieg ebenfalls mit steigender Konzentration von 25 µg Fe/ml 
bis 1000 µg Fe/ml zusammen mit dem berechneten verfügbaren Eisen pro Zelle in Ab-
hängigkeit von der Zellanzahl. In unserer Studie konnte bei einer SPIO-Konzentration 
von 2,79 µg Fe/ml keine zeitabhängige Aufnahme gezeigt werden. So war 2,79 µg Fe/ml 
eine nicht ausreichende Dosis, deshalb war die Eisenmenge pro Zelle zu gering, unter 
der Berücksichtigung, dass die Anzahl der Zellen pro Well bei der Inkubation mit SPIO 
bei 5 x 105 lag. Daher konnte keine kontinuierliche Eisengehaltserhöhung über die Zeit 
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei der höheren Konzentration von 27,92 
µg Fe/ml und bei gleicher Zellanzahl eine zeitabhängige Aufnahme gesehen werden. Es 
ist vorstellbar, dass bei einer kleineren Zelldichte als die in dieser Arbeit verwendete die 
SPIO-Konzentration von 2,79 µg Fe/ml ausreichend sein könnte für eine effiziente und 
zeitabhängige Aufnahme. Deswegen sind weitere Untersuchungen bzgl. der Abhängig-
keit der Eisenaufnahme von der Zelldichte notwendig. 
 
Eine Einschränkung dieser Studie ist, dass ein direkter Vergleich der absoluten aufge-
nommenen Eisenmenge der hier verwendeten Zellen mit primären Zellen nicht möglich 
ist. Zudem unterscheidet sich der Phänotyp der differenzierten THP-1-Zellen von dem 
der Makrophagen, und zwar in der Genexpression (Schwende et al., 1996; Kohro et al., 
2004). Die Größenordung der absoluten Eisenaufnahme ist jedoch durchaus vergleich-
bar. 
Insgesamt bewirkte eine höhere SPIO-Partikeldosis eine erhöhte Eisenaufnahme in bei-
den Zelllinien. Eine kurze Inkubation mit hoher Eisendosis war effektiver als eine längere 
Inkubation mit niedrigeren Kontrastmitteldosen. Längere Inkubationszeiten führten bei 
hoher Konzentration zu einer höheren zellulären Eisenaufnahme. 
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3. SPIO-Markierung von hMSC und deren Differenzierungs-
potential nach magnetischer Markierung 
 
3.1. Einleitung 
3.1.1. Stammzellen und Therapiemöglichkeiten 
 
In Abhängigkeit von der Abstammung werden Stammzellen in embryonal und adult klas-
sifiziert. Embryonale Zellen sind pluripotent und aus der inneren Zellmasse der 
Blastocyste abgeleitet. Diese Zellen besitzen 2 einzigartige Eigenschaften, ein unbe-
grenztes Selbsterneuerungspotential und Pluripotenz – die Fähigkeit zur Differenzierung 
zu Zellen aller 3 Keimblätter: Entoderm, Ektoderm und Mesoderm. Adulte Stammzellen 
zeigen ein Kontinuum an Plastizität (Potential zur Ausreifung in verschiedene Zelltypen) 
oder anders genannt: Multipotenz. Das Knochenmark enthält wenigstens 3 anscheinend 
separate Stammzellpopulationen – hämatopoetische und mesenchymale Stammzellen 
(engl. mesenchymal stem cells, MSC) sowie endotheliale Vorläuferzellen. Hämatopoeti-
sche Stammzellen sind die am besten untersuchten adulten Stammzellen. Sie haben 
wie die MSC einen mesodermalen Ursprung. Ein bekannter charakteristischer Marker 
für hämatopoetische Zellen ist CD 34. MSC sind die interessantesten unter den adulten 
Stammzellen. Allerdings sind sie bislang nicht gut charakterisiert. Aus diesem Grund gibt 
es z. B. Unklarheiten in der Nomenklatur. Manche Autoren bevorzugen eine andere Be-
zeichnung für mesenchymale Stammzellen wie „nicht-hämatopoetische Stammzellen“ 
oder „adulte nichthämatopoetische Stammzellen“ bzw. „plastikadhärente aus Knochen-
mark abgeleitete Stammzellen“. Früher wurde „Knochenmarkstromazellen“ als Synonym 
für MSC verwendet, was unkorrekt war, da Stromazellen alle Zellen umfassen, die im 
Knochenmark sind, außer dem Teil des hämatopoetischen Systems. Es sind 2 Morpho-
logietypen von MSC bekannt: große und flache Zellen sowie Zellen mit einer fibroblasto-
iden Morphologie. Mit dem Alter geht die Zahl der MSC zurück.  
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MSC sind multipotente adulte Stammzellen, sie können sich zu mehreren Zelltypen dif-
ferenzieren, u. a. Osteoblasten, Chondrocyten, Adipocyten, Hepatocyten, Kardiomyocy-
ten, Monocyten, endotheliale und neuronale Zellen (Heino & Hentunen, 2008; Li et al., 
2007; Pittenger et al., 1999; Satija et al., 2009; Scavo et al., 2004; Sgodda et al., 2007; 
Shi et al., 2008; Toma et al., 2002; Yokoyama et al., 2008). Es gibt auch Hinweise, dass 
sie sich zu weiteren Zelltypen differenzieren können, wie hepatische Sternzellen und 
renale Mesangiumzellen (Bhunchet & Wake, 1992; Hyink & Abrahamson, 1995). MSC 
haben einzigartige Eigenschaften, beispielsweise ein Selbsterneuerungs- und Differen-
zierungspotential, sie können durch parakrine Mechanismen wirken und durch die Sek-
retion mehrerer Faktoren. Außerdem tragen MSC zur Verringerung einer Entzündung 
bei, befördern die Gewebereparatur und inhibieren bakterielles Wachstum (Bussolati et 
al., 2008; Lee et al., 2011). Sie sind einfach zu isolieren, haben eine große Expansions-
rate und wirken immunsuppressiv. Sie sind in der Lage, die T-Zell-Proliferation in vitro 
und die Funktion naiver T-Zellen und T-Gedächtniszellen zu inhibieren (Di Nicola et al., 
2002; Krampera et al., 2003; Meisel et al., 2004). Zudem unterdrücken sie die Entwick-
lung von aus Monocyten abgeleiteten dendritischen Zellen in einem In-vitro-System 
(Zhang et al., 2004).  
Umfangreiche Tierversuche und klinische Studien zeigten, dass Zelltransplantation eine 
neue Möglichkeit für die zelluläre und funktionelle Reparatur verletzter Organe darstellt 
(Balsam et al., 2004; Malhi et al., 2002; Meyer et al., 2006). Auf dem interdisziplinären 
Gebiet der regenerativen Medizin gibt es neue Ansätze bei der Reparatur verschiedener 
Organe und Systeme – endokrines, Muskel-Skelett- oder kardiovaskuläres System (An-
versa et al., 2006; Yamada et al., 2005) – sowie in der Therapie von bösartigen Tumo-
rerkrankungen (Genre et al., 2002).  
MSC sind erfolgversprechend bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen, für die 
derzeit noch keine effektive Therapie existiert, z. B. bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen (amyotrophe Lateralsklerose) (Canzi et al., 2012) und der Parkinson-Krankheit 
(Freed et al., 2001), oder zeigen ein Potential bei Myokardinfarkt (Peng et al., 2013; 
Yoon et al., 2005), Diabetes mellitus vom Typ I (Soria et al., 2000), akuter Nierenverlet-
zung (Ittrich et al., 2007), Rückenmarksverletzung (Hu et al., 2012), Leberfibrosis (Zhou 
et al., 2010), Knochen- und Gelenkknorpeldefekten (van Buul et al., 2011). 
Es wurden mehrere Studien durchgeführt, die MSC für die Reparatur des Myokards nach 
einem Infarkt testeten (Janssens et al., 2006; Kaminski et al., 2008; Stamm et al., 2003; 
Wollert et al., 2004). Guo et al. (2007) berichteten, dass die Transplantation von MSC 
ins Herz in einem Herzinfarkt-Rattenmodell die Expression inflammatorischer Faktoren, 
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wie TNF-α, Interleukin-6 und Interleukin-1, sowie die Ablagerung von Kollagen vom Typ 
I und vom Typ III inhibiert.  
Bei verschiedenen Nierenerkrankungen haben MSC auch einen therapeutischen Effekt, 
sie führen zur Reparatur beschädigter renaler Strukturen (Tögel et al., 2005) und zur 
Verbesserung der Nierenfunktion, wie es in Knochenmarktransplantationsmodellen de-
monstriert wurde (Imasawa, 2003; Ito et al., 2001).  
Gelenkknorpeldefekte entstehen nach Traumata, bei Osteoarthritis und rheumatischer 
Arthritis. Die zellbasierte Knorpelreparaturtechnik entwickelt sich schnell und da der Ge-
lenkknorpel nur eine beschränkte intrinsische regenerative Kapazität besitzt, werden 
MSC als ein wirksames Instrument bei fokalen Knorpeldefekten und Osteoarthritis (Cen-
teno et al., 2008; Wakitani et al., 2007) angewendet. Die aktuelle zellbasierte Knorpelre-
paraturtechnik beruht auf der Wiederherstellung der funktionalen Eigenschaften des be-
schädigten Organs. Humane aus Knochenmark abgeleitete Stammzellen und Chond-
rocyten sind 2 Zelltypen, die man aktuell dafür nutzt (Brittberg et al., 1994; Centeno et 
al., 2010; van Osch et al., 2009; Wakitani et al., 2007). Es ist noch nicht geklärt, ob es 
zu einer Verbesserung in der Gewebereparatur durch die Host-Zellen kommt, die in einer 
Antwort auf die Implantation von Stammzellen rekrutiert werden, oder durch die Ansied-
lung implantierter MSC (Oshima et al., 2005; Quintavalla et al., 2002). Allerdings scheint 
die Rekrutierung eigener Zellen viel wahrscheinlicher zu sein als die Ansiedlung implan-
tierter MSC (Jing X. et al., 2008).  
Für die erfolgreiche Entwicklung der stammzellbasierten Therapie ist eine Verbesserung 
des In-vivo-Nachweises von transplantierten Zellen ein wichtiges Ziel. In der klinischen 
Anwendung der Zelltransplantation nach Zellmarkierung ist es entscheidend, dass die 
Fähigkeiten der transplantierten Zellen, nämlich die Migration zu entzündeten Lokalisa-
tionen/traumatisierten Geweben, das Überleben, das Differenzierungspotential sowie 
die Produktion von Wachstumsfaktoren und Cytokinen, unverändert bleiben (Sykova & 
Jendelova, 2007).  
Kritische Parameter für die Evaluierung der therapeutischen Effizienz sind die Art der 
Verabreichung von Stammzellen, ihre Proliferation, die Lokalisierung der transplantier-
ten Zellen, Zell-Homing und Engraftment. Das Ziel der in letzter Zeit gestarteten Studien 
ist die Entwicklung effektiver nicht invasiver und nicht toxischer Bildgebungstechniken 
für ein Zelltracking in vivo. Ein ideales Bildgebungsverfahren sollte eine Realtime-Visu-
alisierung der Zellen, eine Bestimmung der Zelllokalisierung über die Zeit sowie eine 
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Quantifizierung der Anzahl von vitalen transplantierten Zellen ermöglichen. Mithilfe die-
ses Verfahrens sollte zudem die Untersuchung der Stammzellbiologie gewährleistet 
sein. Das alles kann mit SPIO-NP erreicht werden.  
Magnetisch markierte aus Knochenmark abgeleitete mesenchymale Stammzellen (engl. 
bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMSC) konnten in einer fibrotischen Le-
ber 12 Tage nach der Injektion mittels MRT detektiert werden. Man beobachtete das 
Homing der SPIO-markierten BMSC zur beschädigten Leber und eine Verhinderung des 
fibrotischen Prozesses in der Leber.  
Hu et al. (2012) berichteten über eine signifikante Verbesserung der Bewegung und eine 
Reduzierung von Schäden nach Rückenmarksverletzungen nach der Implantation von 
aus Nabelschnurblut abgeleiteten MSC ins Rückenmark.  
Canzi et al. (2012) beschrieben eine verbesserte motorische Aktivität nach einer intra-
cerebroventrikularen Injektion von humanen skelettartigen muskelabgeleiteten Stamm-
zellen in einem Mausmodell der amyotrophen Lateralsklerose. Sie zeigten die Hochex-
pression von Faktoren, die an der antiinflammatorischen Antwort beteiligt sind, wie IL-10 
und sein Rezeptor IL-10RA. Cao et al. (2009) wiesen bei Ratten das Homing von aus 
Knochenmark abgeleiteten Stammzellen zur Seite der verletzten Halsschlagader an Tag 
3 und Tag 7 nach der intravaskulären Transplantation nach. 
Amsalem et al. (2007) zeigten, dass sowohl mit SPIO markierte als auch Kontroll-MSC 
ohne SPIO eine linksventrikulare Dilatation und Dysfunktion nach einem Myokardinfarkt 
vermindern konnten. Die exakten Mechanismen dieser Regeneration sind noch nicht 
genau geklärt. Man konnte hier nur auf einen parakrinen Effekt der Stammzellen verwei-
sen oder auf eine In-situ-Modulation. 
MSC sind aus ethischen Gründen für Versuche sowie in der klinischen Anwendung zu 
bevorzugen, sie sind eine geeignete Zellpopulation für die Zelltherapie. BMSC können 
bei der autologen Transplantation verwendet werden und sind für die Behandlung von 
hämatopoetischen Erkrankungen bereits zugelassen. Da MSC die natürliche Fähigkeit 
zur Regeneration beschädigten Gewebes haben, sind sie ein vielversprechendes Mittel 
für die Therapie verschiedener Organe. 
Eine stammzellbasierte Therapie kann dann erfolgreich sein und eine klinische Anwen-
dung finden, wenn das SPIO-Labeling sich nicht nachteilig auf die Stammzelleigenschaf-
ten auswirkt. Stabilität und Effizienz der SPIO-Partikel hängen von der Oberflächenla-
dung der Makromoleküle, der Konzentration der NP, dem pH-Wert der Lösung und von 
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der Zeit ab. Bei der Verwendung von SPIO treten als Probleme eine niedrige Aufnahme-
effizienz der Eisenoxid-NP, ihre Cytotoxizität und ein möglicher negativer Einfluss auf 
die Proliferation und Differenzierung der Stammzellen auf (Chang et al., 2007; Hill et al., 
2003; Song et al., 2007).  
 
3.1.2. Migration und Verfolgung markierter Stammzellen 
 
Man unterscheidet die direkte Markierungstechnik von der indirekten oder Reportergen-
Bildgebung. Je nach Bildgebungsmodalität können Zellen mit SPIO (MRT), Radionukli-
den (engl. single-photon emission computed tomography bzw. positron emission tomo-
graphy, SPECT/PET), Quantum Dots oder Fluorophoren (optische Fluoreszenzbildge-
bung) markiert werden. Die direkte Markierung ist relativ einfach und günstig. MRT, 
SPECT-CT (engl. computed tomography) und PET-CT sind für das Kurzzeitmonitoring 
gut geeignet. Die Halbwertszeit von SPIO und Radionukliden bestimmt, wie lange die 
transplantierten Zellen verfolgt werden können. Eine Begrenzung dieser Markierungs-
technik ist, dass nach der Zellteilung die Anzahl der SPIO oder Radionuklidmoleküle 
unverändert bleibt. In Studien von van Tiel et al. (2010) nahm die Anzahl SPIO-positiver 
Zellen nach einer 7-tägigen Expansion um ca. 75 % ab. In weiteren Untersuchungen 
wurde der Verlust von Eisen nach 5–8 Zellteilungen in HeLa-Zellen beobachtet (Arbab 
et al., 2003b). Andererseits ist eine längere Detektion in langsam proliferierenden Zellen 
möglich.  
SPECT bzw. PET haben eine hohe Sensitivität im nano- bzw. femtomolaren Bereich, 
was die Detektion von relativ niedrigen Signalen ermöglicht (Adonai et al., 2002; Wu et 
al., 2004).  
Bei der Zellimplantation ist grundsätzlich die verwendete Injektionsroute zu beachten. 
Wenn die Injektion nicht in das Zielorgan erfolgt, müssen die transplantierten Zellen von 
der Injektionsstelle zur beschädigten Stelle migrieren, dabei können die Stammzellen in 
der Körperflüssigkeit verdünnt werden, sodass mehrere Injektionen erforderlich sind. 
Man unterscheidet die lokale Implantation der MSC – direkt in das beschädigte Gewebe, 
z. B. in das Myokardgewebe nach einem Herzinfarkt oder intraartikulär bei Gelenkknor-
peldefekten – von der systemischen Implantation, z. B. intravenös oder intraarteriell. Bei 
diffusen Krankheiten ist eine intravaskuläre Injektion zu empfehlen, insbesondere für Le-
ber oder Nieren, um eine Verteilung im ganzen Gewebe zu gewährleisten. Die lokale 
Implantation ist effektiver, weil alle Zellen in das Target-Organ injiziert werden, was aber 
oft invasiv und somit nicht möglich ist. Bei der intravenösen Injektion können die Zellen 
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durch Homing zur Läsionsstelle migrieren, allerdings ist die Migration langsam. Zudem 
kann die Behandlung eines Organs oft mehrere Injektionen erfordern, wie mehrere Stu-
dien feststellten (Bulte et al., 1999; Bulte et al., 2001; Hoehn et al., 2002).  
Ittrich et al. (2007) zeigten, dass die Detektion von SPIO-beladenen MSC 2 Wochen 
nach deren Verabreichung möglich war. 1,5 x 106 Zellen konnten in vivo visualisiert wer-
den. Es wurde eine positive Wirkung auf funktionale Parameter der Nieren (CREA- und 
BUN-Werte) bei akuter Nierenverletzung beobachtet. Lee et al. (2012) beschrieben die 
Verfolgung heparinbeschichteter SPIO ohne TA innerhalb 1 Monats nach der Transplan-
tation. Es existieren 2 Hypothesen zum Homing der Stammzellen. Die 1. Hypothese lau-
tet, dass nekrotische Zellen an der beschädigten Stelle bestimmte Faktoren freisetzen, 
die zu einer lokalen Ansammlung von exogenen Stammzellen führen. Nekrotische Zellen 
sind Auslöser einer Signalkaskade, die die Migration von Stammzellen fördern. Zudem 
exprimiert das beschädigte Gewebe selbst spezifische Rezeptoren (Liganden), die die 
Stammzellen zur beschädigten Stelle ziehen. Nach der 2. Hypothese zirkulieren die 
Stammzellen dynamisch in verschiedenen Geweben unter normalen Bedingungen und 
verlassen als Antwort auf Gewebeverletzung das Blutsystem. Nach beiden Hypothesen 
ist der Knochenmarkpool eine Quelle für zirkulierende Stammzellen. Folgende Faktoren 
sind für das Homing und die Mobilisierung der Stammzellen verantwortlich: stromal cell-
derived factor 1 (SDF-1) und sein Rezeptor (CXCR4), stem cell factor (SCF) und sein 
Rezeptor c-kit, clone-stimulating factor (CSF), vascular endothelial growth factor (VEGF) 
und Integrin (Cao et al., 2009).  
Neri et al. (2008) zeigten, dass SPIO-markierter hNPC (humane neurale Vorläuferzellen) 
kurze Zeit nach der Transplantation einer geringen Anzahl (5 x 103–1 x 104) ins Gehirn 
der adulten Maus detektiert und für wenigstens 1 Monat in longitudinalen Studien visua-
lisiert werden konnten. Auch unfraktionierte heparinbeschichtete SPIO-markierte hMSC 
konnten nach der Transplantation in die linke renale subkapsuläre Membran der Nackt-
maus erfolgreich visualisiert und mittels MRT 1 Monat detektiert werden (Lee et al., 
2012). 
Lalande et al. (2011) zeigten ein In-vivo-Monitoring von SPIO-markierten humanen aus 
Fettgewebe abgeleiteten stromalen Zellen, die in ein poröses auf Polysacchariden ba-
sierendes Scaffold ausgesät wurden, mittels MRT für mindestens 28 Tage. Mit SPIO 
markierte hBMSC konnten in einem Kollagengel und Kollagen-Scaffolds in vitro mittels 
MRT für über 1 Monat visualisiert werden (Terrovitis et al., 2006). Mit Feridex markierte 
Zellen waren in einem Gelatine-Schaum-Scaffold in vitro und in vivo detektierbar (Ko et 
al., 2007). In den oben genannten Studien wurden zur Unterstützung des Zellwachstums 
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und der Proliferation verschiedene Zellträger (Scaffolds) benutzt. MSC, die auf Scaffolds 
ausgesät werden, können einen Ersatz verschiedener Typen von Knochendefekten in-
duzieren. Farrell et al. (2008) konnten transplantierte SPIO-markierte MSC auf Kollagen-
GAG-(Glykosaminoglykan-)Scaffolds 7 Wochen nach der Implantation detektieren.  
Bos et al. (2004) machten MSC in Rattenleber bis zu 12 Tage nach der Injektion in die 
Pfortader sichtbar. Die Autoren berichteten, dass die Markierung mit 100 µg Fe/ml die 
Proliferation der Ratten-MSC wesentlich beeinträchtigte. In vielen Studien wurden MSC 
mit unterschiedlichen SPIO-Konzentrationen beladen. Addicott et al. (2011) beobachte-
ten eine Sättigung der Aufnahme von SPIO-Partikeln bei zunehmender SPIO-Konzent-
ration, ein Plateau wurde bei einer Konzentration von 20–30 µg Fe/ml erreicht. Es kam 
zu einer Verringerung der Vitalität ab einer Konzentration von 100 µg Fe/ml.  
In einem Herzinfarktmodell im Schwein konnten SPIO-markierte MSC 8 Wochen in vivo 
verfolgt werden (Yang K. et al., 2011). Außerdem konnte in einem Rückenmarkverlet-
zungsmodell eine geringe Anzahl (5 x 104) SPIO-markierter aus Nabelschnurblut abge-
leiteter MSC 14 Tage nach der Transplantation effizient mittels MRT detektiert werden 
(Hu et al., 2009). SPIO-markierte humane aus Nabelschnurblut abgeleitete MSC, die in 
das Rückenmark von Ratten transplantiert worden waren, wurden mittels MRT 8 Wo-
chen verfolgt (Hu et al., 2012). Arbab et al. (2003b) gaben als längste Tracking-Zeit 12 
Wochen an. Amsalem et al. (2007) beobachteten bis zur 4. Woche eine Hypointensität 
im Bereich der Zellinjektionsstelle. Allerdings überlebten die MSC nicht und die SPIO-
Partikel wurden später von Makrophagen phagocytiert, denn die meisten eisenpositiven 
Zellen waren auch ED1-positiv. In der Studie von Chen et al. (2012) betrug die In-vivo-
Abbauzeit von Polyethylenimin-SPIO-Nanopartikeln 24 Wochen. Aber auch diese Auto-
ren wiesen auf die Schwierigkeit der Unterscheidung zwischen SPIO-positiven Zellen 
und freiem Eisen und die Notwendigkeit eines doppelt positiven Nachweises hin. Weitere 
Studien sehen die SPIO-basierte Bildgebung als nicht geeignet an, Stammzellen über 
solch eine lange Zeit zu verfolgen (Bengel et al., 2005; Chen et al., 2009; Li et al., 2008). 
Die MRT kann regenerative und differenzierte Zellen nicht von transplantierten unter-
scheiden, deshalb ist eine andere Nachweismethode für die doppelte Detektion notwen-
dig. Die Bildgebungstechnik und die spezifischen Marker müssen weiterentwickelt und 
die Markierungsverfahren mit SPIO-Partikeln weiter evaluiert werden, weil die magneti-
sche Beladung nicht mit dem Zelltod verschwindet. Dies kann zu einer Fehlinterpretation 
der Ergebnisse führen, wenn SPIO-positive Zellen, die nicht die ursprünglich markierten 
MSC sind, detektiert werden, wie es in Studien von Amsalem et al. (2007) gezeigt wurde. 
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Dabei wurden 2 x 106 SPIO-markierte BMSC und 2 x 106 unmarkierte BMSC zur Repa-
ratur des Myokards nach einem Infarkt in einem Rattenmodell injiziert. Beide Stamm-
zellinjektionen führten zu einer Verbesserung der kardialen Funktion. Allerdings waren 
die markierten MSC an der Infarktstelle 4 Wochen nach der Implantation nicht mehr prä-
sent. Diejenigen Zellen, die SPIO-positiv waren, waren kardiale Makrophagen, die SPIO-
Partikel aufgenommen hatten (Amsalem et al., 2007). In einem Mausmodell zur Inflam-
mation wurden ca. 10–20 % der lokalen Makrophagen nach der Injektion von SPIO-
markierten BMSC SPIO-positiv (Pawelczyk et al., 2009).  
Alternativ findet eine Entwicklung von bifunktionalen Partikeln oder Partikeln mit binärer 
Modalität statt, die einen optischen sowie einen magnetischen Kontrast aufweisen. Lu et 
al. (2007) zeigten in zellulären Aufnahmen bifuktionale mit Fluoresceinisothiocyanat ver-
bundene und mit Siliciumdioxid beschichtete SPIO-Partikel (SPIO@SiO2 (FITC)) bei ei-
ner SPIO-Konzentration von 10 µg Fe/ml schon 30 min nach der Inkubation. Die mini-
male detektierbare Anzahl der hMSC lag dabei in vitro bei 104 und in vivo bei 1,2 x 105 
Zellen, gemessen bei 1,5 T. Ein anderes Beispiel für NP mit dualer Modalität sind die 
Gd-Rhodamin-NP. Brusttumorzellen wurden mit solchen NP markiert und für das Zell-
tracking in eine hintere Extremität der Maus injiziert (Vuu et al., 2005). Die Zellen konnten 
mittels MRT und optischer Bildgebung detektiert werden. Die Fluoreszenz-biokompatib-
len NP wurden durch Polymerisation von Methyl-Metacrylat-Rhodamin-Komplexen her-
gestellt (Cova et al., 2013). Mit diesen NP wurden human amniotic fluid-Zellen (hAFC, 
aus Fruchtwasser) markiert und in den lateralen Hirnventrikel der Maus injiziert. Die drei-
fach markierten hAFC (mit Fluoreszenz-NP, SPIO und Höchst 33258) waren für 14 Tage 
detektierbar.  
Ein Nachteil der MRT ist u. a. die nicht ausreichende Sensitivität, um niedrige Signal-
Level zu detektieren – die Sensitivität der SPIO-basierten Markierung liegt im mikromo-
laren Bereich (10-5 mol/L) (Bengel et al., 2005). Die Zellanzahl sollte bei mehr als 1 x 105 
liegen (Kraitchman et al., 2005). Die Sensitivität kann mit Hochfeldmagneten erhöht wer-
den (11 T), dies ist jedoch in der klinischen Anwendung nicht möglich.  
Bei Langzeituntersuchungen hat die Reportergen-Bildgebung mehrere Vorteile. Das Re-
portergen wird noch vor der Transplantation in die Zelle inkorporiert. Nach der Trans-
plantation wird es exprimiert, wenn die Zellen vital sind. Nach der Expression kann man 
das Signal nicht invasiv detektieren (z. B. mittels Bioluminiszenz oder Radionuklid-Bild-
gebung). Die meisten MR-Reportergene sind intrazelluläre Metallproteine wie Ferritin 
oder die Tyrosinase. Die indirekte Markierung ist für die klinische Umsetzung komplizier-
ter als die direkte. 
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Für eine effektive Aufnahme der SPIO-Partikel durch nicht phagocytierende Zellen ist 
eine Entwicklung von modifizierten SPIO-Partikeln notwendig. Dextranbeschichtete 
SPIO werden effektiver im Komplex mit TA aufgenommen als ohne TA. Diese Komplexe 
werden an der Membran mittels elektrostatischer Interaktion adsorbiert und durch En-
docytose aufgenommen. Durch die TA wird das Zetapotential der SPIO-Partikel geän-
dert.  
 
3.2. Material und Methoden 
3.2.1. Kultivierung von hMSC 
 
hMSC wurden von der Firma Lonza (Walkersville, USA) bezogen. Nach Angaben des 
Herstellers (Lonza) sind sie CD14-, CD34-, und CD45-negativ sowie CD105-, CD166-, 
CD29- und CD44-positiv, was mittels Durchflusscytometrie charakterisiert wurde. Die 
hMSC wuchsen unter Verwendung von MSCBM (Mesenchymal Stem Cells Basal Me-
dium, Lonza) plus SingleQuots™-Kit (Lonza) mit folgenden Zusätzen: 10 % MSCGS 
(Mesenchymal Stem Cell Growth Serum), L-Glutamin, Gentamicin und Amphotericin-B 
mit einer finalen Konzentration von 30 µg/ml und 15 ng/ml entsprechend. Die Zellen wur-
den in einer Dichte von 5–6 x 103 Zellen/cm2 in 15 ml Wachstumsmedium in eine T-75-
Flasche oder bei Vorbereitung der Versuche in 2 ml Medium pro Well in 6-Well-Platten 
ausgesät. Laut Hersteller beträgt das empfohlene Mediumvolumen 0,2–0,4 ml/cm2. Das 
Medium wurde alle 3–4 Tage gewechselt. Nach dem Erreichen der Konfluenz (nach 6–
7 Tagen) wurden die Zellen passagiert. Dafür wurden sie 3 x mit PBS gewaschen. Da-
nach wurden 3,75 ml Trypsin/EDTA-Lösung pro T-75-Flasche oder 480 µl pro Well einer 
6-Well-Platte zugegeben und die Zellen für 5 min bei RT inkubiert. Bei weniger als 90 % 
abgelösten Zellen wurden sie weiter inkubiert und alle 3 min unter dem Mikroskop kon-
trolliert. Dabei war wichtig zu beachten, dass die Trypsin/EDTA-Lösung nicht länger als 
15 min auf die Zellen einwirken darf. Die Trypsinwirkung wurde durch die Zugabe von 
Wachstumsmedium gestoppt. 
Die hMSC wurden mit FeraTrack™ Direct Contrast Particles mit einer Konzentration von 
25 µg Fe/ml über Nacht inkubiert. Nach Absaugen des Mediums mit SPIO, wurden die 
Zellen 3 x mit PBS gewaschen, um verbleibende SPIO-Partikel zu entfernen. Als Kon-
trolle dienten Zellen, die nicht mit SPIO beladen worden waren. Die Berliner-Blau-Fär-
bung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.10 beschrieben. Für die Phasenkontrastaufnahmen 
wurde eine AxioCamMR3-Kamera verwendet. 
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3.2.2. Adipogene Differenzierung von hMSC nach der Markierung mit SPIO, Oil-
Red-O-Färbung zum Nachweis der adipogenen Differenzierung 
 
Für die adipogene Differenzierung wurden 2 x 105 hMSC der 5. Passage in 2 ml Wachs-
tumsmedium pro Well der 6-Well-Platte ausgesät. Die Zellen wurden alle 2–3 Tage mit 
frischem Wachstumsmedium gefüttert. Nach Erreichen der Konfluenz waren die Zellen 
bereit zur Induktion einer In-vitro-Adipogenese. Mit der Differenzierung wurde erstmals 
nach der Markierung mit SPIO-Partikeln begonnen. Optimale Bedingungen für eine adi-
pogene Differenzierung sind 3 Zyklen der Induktion/Erhaltung. Jeder Zyklus besteht aus 
3 Tagen Kultivierung in Induktionsmedium (Adipogenes Induktionsmedium, Lonza) 
supplementiert mit folgenden SingleQuots™ (Lonza): h-Insulin, L-Glutamin, MCGS 
(Mesenchymal Cell Growth Supplement), Dexamethason, Indomethacin, IBMX (3-
Isobutyl-1-methylxantin) und nachfolgender 1- bis 3-tägiger Kultivierung in Erhaltungs-
medium (Adipogene Erhaltungsmedium (Lonza) mit folgenden Zusätzen: h-Insulin, L-
Glutamin und MCGS. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur im Erhaltungsmedium gehal-
ten wurden. Nach 3 kompletten Zyklen wurden die hMSC 7 Tage im Erhaltungsmedium 
kultiviert, mit einem Mediumwechsel alle 2–3 Tage.  
Das Ausmaß der Differenzierung konnte anhand einer Oil-Red-O-Färbung ermittelt wer-
den. Dabei erscheinen Lipidvakuolen orange oder rot. Eine Stocklösung wurde durch 
Einwaage von 0,3 g Oil Red O und Lösung in 100 ml 100%igem Isopropanol hergestellt. 
Die Lösung wurde über Nacht stehen gelassen. Für die Färbung wurden 30 ml dieser 
Stocklösung mit 20 ml Wasser zu einer Arbeitslösung verdünnt und nach 10-minütiger 
Inkubation filtriert (kurz vor dem Gebrauch). Vor der Färbung wurden die Zellen 1 x mit 
PBS gewaschen, 15 s an der Luft trocknen gelassen und dann mit 10%iger Formalinlö-
sung für 2 min bei –20 °C fixiert, dann wurden sie mit 50%igem EtOH gewaschen. Die 
Färbung erfolgte in Oil-Red-O-Arbeitslösung für 20 min bei RT. Danach wurde erneut 
mit 50%igem EtOH gewaschen. Dann erfolgte ein Wachsschritt mit Wasser, wobei die 
Zellen 1 min lang geschwenkt wurden. Die Gegenfärbung wurde 1 min lang mit Häma-
toxylin durchgeführt, danach wurden die Zellen 1 x mit Wasser gewaschen und mit wäss-
rigem Medium überdeckt.  
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3.2.3. Osteogene Differenzierung von hMSC nach der Markierung mit SPIO, Ali-
zarin-Red-S-Färbung zum Nachweis der osteogenen Differenzierung 
 
3 x 104 Zellen wurden in 2 ml Medium pro Well auf einer 6-Well-Platte ausgesät. Bis zur 
Adhärenz (nach 4–24 h) wurden die Zellen in MSCGM (Mesenchymal Stem Cells Growth 
Medium) kultiviert. Ähnlich wie bei der adipogenen Differenzierung wurden die Zellen mit 
FeraTrack™ Direct Contrast Particles mit einer Fe-Konzentration von 25 µg/ml über 
Nacht inkubiert. Dann wurden sie 3 x mit PBS gewaschen und die osteogenen Differen-
zierungsversuche gestartet mittels Inkubation mit Osteogenesis-Induktionsmedium 
(Lonza) mit folgenden Zusätzen (SigleQuots™, Lonza): Dexamethason, Ascorbat, 
MCGS, L-Glutamin, Pen/Str und ß-Glycerophosphat. Das Medium wurde hierbei alle 3–
4 Tage gewechselt. Für die osteogene Differenzierung erfolgte die Kultivierung über ei-
nen Zeitraum von 2–3 Wochen. Als Kontrolle diente die Kultivierung von hMSC in Nicht-
induktionsmedium. Vor der Initiierung der osteogenen Differenzierung wurden die 6-
Well-Platten mit Collagen A (Biochrom) beschichtet.  
Die Färbung erfolgte nach dem Protokoll von Digirolamo et al. (1999). Vor der Fixierung 
wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen. Vor der Färbung wurden die Zellen in eiskal-
tem 70%igem EtOH für 1 h fixiert. Dann wurden sie 1 x mit Wasser gewaschen und mit 
Alizarin-Red-S-Lösung (40 mM, pH = 4,1) für 10 min auf einem Schüttler inkubiert. Zu-
letzt wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen.  
 
3.2.4. Verwendetes Kontrastmittel 
 
FeraTrack™ Direct Contrast Particles (Miltenyi Biotec) sind SPIO-Partikel, die mit einem 
biokompatiblen Biopolymer (Dextran) beschichtet sind. Dextrane sind hochmolekulare, 
neutrale Biopolysaccharide aus D-Glukose. Die Größe der SPIO-Partikel liegt bei 100–
200 nm. Die Größenverteilung verhält sich wie eine Gauß-Verteilung und die meisten 
Partikel (mehr als 50 %) haben eine Größe um 150 nm. Die Oberflächenladung wurde 
via Zetapotential-Messungen in 0,1 M NaCl auf einem Beckman Coulter Delsa Nano HC 
gemessen. Das Zetapotential liegt zwischen +15 und +20 mV. Alle physikochemischen 
Charakteristika der SPIO-Partikel stammen von den Angaben des Herstellers. 
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3.3. Ergebnisse und Diskussion 
3.3.1. SPIO-Markierung der hMSC 
 
Nach 16–17 h Inkubation mit SPIO-Partikeln waren über 95 % der Zellen eisenpositiv, 
was mittels Berliner-Blau-Färbung nachgewiesen wurde. Die Färbung zeigte eisenhal-
tige Stellen als blaue Körner an, die im Cytoplasma lokalisiert waren. Die Berliner-Blau-
Färbung wies demnach eine effiziente intrazelluläre Aufnahme der SPIO-Partikel in das 
Cytoplasma markierter Stammzellen nach (Abb. 16). 
 
Abb. 16: Berliner-Blau-gefärbte, mit FeraTrack™ Direct Contrast Particles markierte 
hMSC. A, B) markierte hMSC, C) nicht markierte hMSC. SPIO-markierte Zellen waren 
mit 25 µg Fe/ml (A) und mit 50 µg Fe/ml (B) inkubiert worden. Die Aufnahmen erfolgten 
in 200-facher Vergrößerung 16 h nach der Markierung. Messbalken: 50 µm. 
 
Für die Markierung von primären hMSC wurden Konzentrationen von 25 µg Fe/ml und 
50 µg Fe/ml verwendet, die bei der Zellmarkierung am meisten verbreiteten SPIO-Kon-
zentrationen. Da bereits bei der niedrigen Konzentration eine effiziente Aufnahme mittels 
Berliner-Blau-Färbung beobachtet werden konnte, wurde die Markierung der Zellen bei 
den nachfolgenden Differenzierungsversuchen mit 25 µg Fe/ml durchgeführt.  
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Die Markierung wurde bei einer niedrigen SPIO-Konzentration durchgeführt, weshalb auf 
Toxizitätsuntersuchungen verzichtet werden konnte. In der direkten Markierungstechnik 
sind unterschiedliche Markierungsprotokolle bekannt, meistens wurden Versuche mit 50 
µg Fe/ml plus Poly-L-Lysin oder Protaminsulfat durchgeführt. Bei der SPIO-Markierung 
ohne TA wurden höhere Dosen SPIO-Partikel benötigt. In der vorliegenden Arbeit konnte 
mit FeraTrack™ Direct mittels Berlin-Blau-Färbung eine höhere SPIO-Aufnahme nach-
gewiesen werden.  
Für eine erfolgreiche, klinisch zugelassene stammzellbasierte Therapie sind Methoden 
zu entwickeln, die das Schicksal der Zellen nach der Transplantation und deren Vertei-
lung nicht invasiv beurteilen können. Aufgrund ihrer hohen räumlichen Auflösung kann 
das MR-Zelltracking einzigartige Informationen über die Zelldynamik in verschiedenen 
tierischen Krankheitsmodellen liefern. Für eine effiziente Aufnahme von magnetischen 
NP durch nicht phagocytierende Zellen, muss das KM optimiert oder modifiziert werden, 
z. B. Modifizierungen mit Peptiden (HIV), Antikörpern, Magnetodendrimeren oder TA. Es 
soll eine geeignete äußere Oberflächenschicht haben, um nicht nur an die Membran 
gebunden zu werden, sondern auch eine Aufnahme der Partikel in das Cytoplasma zu 
induzieren. SPIO-Partikel, die an die Zelloberfläche anbinden, können leicht wieder da-
von abgetrennt oder zu anderen Zellen übertragen werden. Wenn SPIO-Partikel unmo-
difiziert bleiben, wird eine höhere SPIO-Konzentration benötigt, was einen Einfluss auf 
den Zellmetabolismus haben kann. Andererseits kann es sich entweder auf das osteo-
gene oder auf das chondrogene Differenzierungspotential nachteilig auswirken, wenn 
man die Zellen mit SPIO-TA-Komplexen markiert. 
Bulte et al. (2004) schätzten die minimale Anfangsmenge von Eisen so ab, dass eine 
Zelle mindestens 25 pg Fe erhalten sollte, um im MRT 4 Zellteilungen lang detektierbar 
zu sein. 
Jasmin et al. (2011) berichteten über eine induzierte Stammzelldifferenzierung nach 
Markierung mit FeProt-(Fe-Protamin-Chlorhydrat-)Komplexen (nach 4-stündiger Inkuba-
tion mit SPIO). In diesen Untersuchungen wurden auch die Vitalität und die Cytotoxizität 
mittels live/dead Kit von Invitrogen Inc. geprüft. Dabei wurden Änderungen in der Zellan-
zahl nach längerer Inkubation mit FeProt-Komplexen nachgewiesen (nach 3 oder 7 Ta-
gen).  
Ferner wurde gezeigt, dass für eine effiziente Aufnahme von Endorem® (15–20 pg 
Fe/Zelle) eine SPIO-Konzentration von 25 µg/ml zusammen mit 750 ng/ml Poly-L-Lysin 
(PLL) ausreichend ist (Arbab et al., 2003a).  
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Toxizitätsuntersuchungen wurden mit ähnlich gebauten SPIO-Partikeln durchgeführt (z. 
B. mit Ferumoxid-PLL-Komplexen, Arbab et al., 2003b). Zahlreiche Autoren untersuch-
ten den Effekt der Markierung auf die Zellproliferation und die -viabilität. Beispielsweise 
analysierten Arbab et al. (2003b) den Einfluss von Fe-PLL-Komplexen auf die Zellviabi-
lität. Arbab et al. (2004a) untersuchten mittels MTT-[(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid]- und ROS-Assays die Wirkung von Ferumoxid-Protaminsul-
fat-Komplexen. Hsiao et al. (2007) analysierten den Einfluss der Markierung mit Ferucar-
botran auf verschiedenen Ebenen: die Zellviabilität mittels Trypanblau, die Zellprolifera-
tion mittels MTT-Assay, außerdem die Differenzierungskapazität der hMSC nach 24-
stündiger Inkubation mit Ferucarbotran, die Produktion von ROS und die Änderung des 
mitochondrialen Membranpotentials (MMP). Die Experimente wurden mit immortalisier-
ten hMSC durchgeführt. Die Markierung der hMSC mit Ferucarbotran war effizient: 23,4 
pg Fe/Zelle nach 24 h Inkubation mit 100 µg Fe/ml. Es wurden keine signifikanten Ver-
änderungen von Viabilität, Proliferation, MMP, ROS-Produktion oder Differenzierungs-
kapazität beobachtet. In der Arbeit von Soenen et al. (2012) wurden LDH-(engl. lactate 
dehydrogenase-) und MTT-Assays durchgeführt, um mögliche toxische Effekte von En-
dorem® zusammen mit Lipofectamin bei unterschiedlichen Konzentrationen zu ermit-
teln. Es wurde kein toxischer Einfluss bei niedriger Lipofectamin-Konzentration (2,5 
µg/ml) und höherer Konzentration von Endorem® (bis zu 200 µg/ml) beobachtet.  
Damit man die SPIO-Partikel sicher verwenden kann, sind Kenntnisse über die Toxizität 
der NP von entscheidender Bedeutung. SPIO-Partikel werden in Lysosomen abgebaut. 
Lysosomen sind in allen Körperzellen, besonders in Makrophagen, aber nicht in Ery-
trocyten vorhanden. Alle lysosomalen Enzyme sind nur im sauren Milieu aktiv. Um ihre 
enzymatische Aktivität zu gewährleisten, wird im Inneren der Lysosomen durch eine Pro-
tonenpumpe, die sich in der Membran befindet, ein pH-Wert von 4,5–5 aufrechterhalten. 
Die Protonenpumpe pumpt H+ ins Innere der Lysosomen. Intrazellulär und extrazellulär 
liegt der pH-Wert im neutralen Bereich. In den Lysosomen kommt es zur Auflösung von 
ZnO, sodass toxische Zn2+-Ionen frei werden. Bei der Freisetzung des Lysosomeninhalts 
ins Cytosol kann es zu einer mitochondrialen Störung und ROS-Produktion sowie zur 
Induktion der proinflammatorischen Cytokin- und Chemokinproduktion kommen. Nach 
der Ausschüttung lysosomaler Enzyme aus dem Lysosom ins Cytosol erfolgt kein Abbau 
von Bestandteilen des Cytosols, da diese Enzyme bei pH-Werten zwischen 7–7,3 inaktiv 
sind; allerdings kann dies zur Aktivierung von Bid- und Bax-Proteinen und der Pro-
caspase führen (Xia et al., 2008).  
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Kationische Nanopartikel sind in der Regel toxischer und die Wahrscheinlichkeit von Hä-
molyse und Trombocytenaggregation ist höher als bei neutralen und anionischen NP 
(Goodman et al., 2004; Lewinski et al., 2008). 
Um die Cytotoxizität von NP zu reduzieren, werden unterschiedliche Beschichtungen 
einschließlich naturalen Polymeren (Dextran), synthetischen (Polysteren), amphiphilen 
(Lipide) oder kleinen Molekülen (Citrat) eingesetzt. Aber jede Beschichtung kann die 
Zellaufnahme der NP behindern. Kleine neutrale Moleküle wie CO2 oder O2 können die 
Zellmembran frei passieren. Im Gegensatz dazu fördern bei großen Molekülen wie Zu-
ckern, Aminosäuren oder Ionen (ähnlich wie bei NP) energieabhängige Transportme-
chanismen den Zugang in die Zelle und das Überwinden der Membran, die als Schutz-
barriere dient.  
Um eine effiziente Aufnahme von SPIO-Partikeln zu erreichen, ist es wichtig, den Zell-
zyklus zu beachten. Der Zellzyklus besteht aus 4 konsekutiven Phasen (G1, S, G2 und 
M), die jeweils potenziell unterschiedlich zur NP-Aufnahme beitragen. Die G1-Phase ist 
die Wachstumsphase der Zelle und gekennzeichnet durch hohe metabolische Raten. In 
dieser Phase findet die Proteinbildung statt, die Bildung einiger Enzyme, sowie der His-
ton- und Nichthistonproteine, außerdem die Neubildung der Centriolen und ein Anstieg 
der RNA-Synthese. In der S-Phase läuft die DNA-Synthese ab. Die G2-Phase ist eine 
weitere Wachstumsphase, es kommt erneut zu hohen metabolischen Raten und zur Pro-
teinsynthese. Ferner wird die Segregation der replizierten DNA vorbereitet. In der M-
Phase wird die Zelle in 2 Tochterzellen geteilt. Manche Zellen der G1-Phase gehen in 
die G0-Phase über. So können sich die Zellen über eine längere Zeit im Ruhezustand 
befinden, ohne dabei ihre Regenerationsfähigkeit aufzugeben. Es wurde gezeigt, dass 
A549-Zellen, die sich in der G2- bzw. M-Phase befanden, die meisten fluoreszenzmar-
kierten carboxyfunktionalisierten Polystyren-NP aufgenommen haben (Kim et al., 2012). 
Das niedrigste NP-Volumen wurde in Zellen der G1-Phase beobachtet, die NP-Auf-
nahme war auch niedrig in sich in der S-Phase befindenden Zellen.  
 
3.3.2. Differenzierungspotential der Stammzellen nach SPIO-Markierung 
 
Um die Plastizität der markierten hMSC zu bestimmen, wurden beide Zellpopulationen 
(SPIO-markierte und nicht markierte hMSC) in Kontrollmedium oder in einem Medium, 
das mit adipogenen (Abb. 17) und osteogenen Faktoren supplementiert wurde (Abb. 20), 
20 Tage oder 18 Tage entsprechend kultiviert. Anhand histologischer Färbungen konnte 
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die Differenzierung zu Adipocyten und Osteoblasten nachgewiesen werden. Die Kulti-
vierung über 18 Tage (bzw. 20 Tage) in den entsprechenden Differenzierungsmedien 
führte zu positiven Färbungen, sodass ein Auftreten von Lipidvakuolen, spezifische mor-
phologische Veränderungen (Lipidtröpfchen), mittels Oil-Red-O-Färbung während der 
Differenzierung zu Adipocyten nachgewiesen wurde bzw. eine Calcifizierung, also ein 
erhöhter extrazellulärer Calciumgehalt im Vergleich zur Kontrolle demonstriert werden 
konnte. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Markierung mit SPIO die Differenzierungs-
kapazität mesenchymaler Stammzellen zu Adipocyten und Osteoblasten nicht beein-
flusst.  
Adipogene Differenzierung 
In vielen unterschiedlichen Typen von Säugerzellen sind intrazelluläre neutrale Lipide in 
separaten Lipidtropfen gespeichert, die aus einem Kern aus Triacylglycerol und Cho-
lesterolestern zusammengesetzt und von einem Phospholipid-Monolayer umgeben sind. 
Die kleinen an Cholesterolestern reichen Lipidtropfen in den steroidogenen Zellen der 
Nebennierenrinde, des Hodens und des Eierstocks sind z. B. eine Quelle für Cholesterol, 
das als Substrat für die Steroidhormonsynthese oder die Membranbiogenese verwendet 
werden kann.  
Die Lipidtropfen werden vom endoplasmatischen Retikulum produziert. In frühen Stadien 
der Differenzierung wird ein an die Oberfläche gebundenes acyliertes Protein exprimiert, 
das ADRP (engl. adipose differentiation related protein). Während der weiteren Differen-
zierung wird ADRP durch Perilipin ersetzt. Dieses Protein dient als Marker für eine adi-
pogene Differenzierung und schützt die Lipidvesikel vor intrazellulären Lipasen.  
Bei Hellfeldaufnahmen ließen sich die Lipidtropfen durch fettlösliches Oil Red O nach-
weisen. In Kontrollzellen wurden vereinzelte Lipidtröpfchen (1 oder 2) beobachtet, die 
physiologisch in fast jeder Zelle entstanden waren (Abb. 17C und D). 
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Abb. 17: Analyse zur Differenzierungskapazität von hMSC nach SPIO-Markierung. A, 
B) Adipogene Differenzierung 20 Tage nach der Kultivierung in adipogenem Medium. 
Die Färbung erfolgte mit Oil Red O, die Gegenfärbung mit Hämatoxylin. Rote Tröpfchen 
repräsentieren Lipidvakuolen. Die beobachtete Neutrallipidakkumulierung diente als 
Nachweis der adipogenen Differenzierung in vitro. Die Lipidakkumulation in SPIO-mar-
kierten (A) und unmarkierten hMSC (B) erscheint vergleichbar. Als Kontrolle fungierten 
SPIO-markierte (C) und unmarkierte Zellen (D), die in Nichtdifferenzierungsmedium ge-
halten worden waren. Messbalken: 50 µm. 
Die adipogene Differenzierung wurde durch folgende Faktoren induziert: h-Insulin, Dexa-
methason, Indomethacin und IBMX. Dem Erhaltungsmedium war nur h-Insulin zugege-
ben worden. Als Nachweis der adipogenen Differenzierung diente die morphologische 
Veränderung der hMSC nach der Kultivierung in Differenzierungsmedium sowie die Ein-
lagerung von Lipidtropfen. Bei der Differenzierung werden zunächst aus Adipoblasten 
(Vorläuferzellen) Präadipocyten gebildet. Die Präadipocyten können morphologisch an-
hand kleiner Lipidvakuolen charakterisiert werden (Abb. 18A und B). Reife Adipocyten 
sind anhand ihrer großen Lipidtropfen gut erkennbar (Abb. 19), da während der Differen-
zierung kleine Lipidtropfen zu großen verschmelzen.  
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Abb. 18: Adipogene Differenzierung der hMSC. Dargestellt sind Phasenkontrastaufnah-
men der SPIO-markierten (A) und nicht markierten (B) hMSC, die über 20 Tage in Diffe-
renzierungsmedium kultiviert worden waren. Messbalken: 50 µm. 
 
 
Abb. 19: Oil-Red-O-Färbung nicht markierter hMSC nach 20-tägiger Differenzierung in 
adipogenem Differenzierungsmedium. Es wurde die Größe einzelner Lipidtropfen ge-
messen. Messbalken 50 µm. 
Bei Säugertieren ist vor allem das Fettgewebe der wichtigste Energiespeicher. In Adi-
pocyten finden sich große Triacylglycerol-Lipidtropfen, die die Hauptenergiereserven 
darstellen. Ein typischer Adipocyt in weißem Fettgewebe kann 1 oder mehrere große 
(ca. 10–100 µm im Durchmesser) Lipidtropfen beinhalten. Die Adipocyten des braunen 
Fettgewebes weisen viele kleine (2–10 µm im Durchmesser) Lipidtropfen und zahlreiche 
Mitochondrien auf.  
Eine intrazelluläre Lipidspeicherung in Form von Lipidtropfen kommt auch in vielen an-
deren Zelltypen vor: in den Zellen von Leber, Muskel, Herz, Niere, Darm und Brustdrüse 
sowie in kultivierten Fibroblasten und Makrophagen. Dabei werden extrazelluläre Fett-
säuren von den Zellen aufgenommen und verestert.  
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Osteogene Differenzierung 
Knochen bilden das Stützgewebe und bestimmen die Form unseres Körpers. Manche 
Knochen schützen innere Organe. Knochen enthalten das Knochenmark mit hämatopo-
etischen und mesenchymalen Stammzellen und sind die größten Calcium- und Phos-
phatmineralspeicher im Körper. Ferner stellen sie eines der dynamischsten Remodellie-
rungsgewebe des Körpers dar.  
Man kennt 2 verschiedene metabolische Prozesse des Knochens: den Knochenaufbau 
(Wachstum des Skeletts) und den Knochenumbau (Aufrechterhaltung von gesunden 
Knochen im Erwachsenenalter). Der Umbau ist ein lokaler Prozess und kommt temporär 
in den anatomischen Strukturen (Units genannt) der Osteoklasten und Osteoblasten vor 
(BMU, engl. bone multicelluar unit). Diese Units sind abgeschlossene Kompartimente, in 
denen die Knochenresorption und die anschließende Knochenbildung reguliert werden. 
Für Wachstum und Aufrechterhaltung gesunder Knochen sind verschiedene Zelltypen 
von wichtiger Bedeutung: MSC, Osteoblasten, Osteocyten, Osteoklasten und hämato-
poetische Stammzellen. Osteoblasten spielen eine zentrale Rolle im Knochenmetabolis-
mus bei der Knochenbildung, aber auch bei der Regulierung von Bildung und Aktivität 
der knochenresorbierenden Zellen, den Osteoklasten. Die Differenzierung zu Osteoblas-
ten erfolgt in mehreren Phasen wie Proliferation, Produktion und Reifung der extrazellu-
lären Matrix (ECM) und ECM-Mineralisierung. Reife Osteoblasten sekretieren Moleküle 
des ECM. Osteoblasten synthetisieren das häufige Knochen-ECM-Protein, Typ-I-Kol-
lagen, aber auch Nichtkollagen-ECM-Proteine. Die Mineralisierung der ECM wird durch 
Osteoblasten induziert. Osteoblasten können sich weiter zu Osteocyten differenzieren. 
Diese bilden ein sternförmiges Netz cytoplasmatischer Erweiterungen, mit dessen Hilfe 
ein Stoff- oder Informationsaustausch (z. B. bei Knochenschädigung) möglich ist. Oste-
oklasten haben eine andere Herkunft. Osteoblasten und Osteocyten produzieren den 
löslichen osteoklastenstimulierenden Faktor RANKL (engl. receptor for activation of nu-
clear factor kappa B) und M-CSF (Monocyten/Makrophagen-Kolonien-stimulierender 
Faktor), die binden zu ihrer Rezeptoren (RANKL bzw. c-Fms), und das induziert Diffe-
renzierung von Osteoklast-progenitor-Zellen und Fusion der mononukleären Zellen zu 
multinukleären TRAP (engl. tartrate resistant acid phosphatase)-positiven Osteoklasten. 
Außer RANKL wird von den Osteoblasten auch der Rezeptor OPG (Osteoprotegerin) 
produziert, der mit hoher Affinität RANKL bindet, was wiederum zur Inhibierung der Os-
teoklastenstimulation führt und nachfolgend zu einer sinkenden Knochenresorption.  
Auf den Verlauf der osteogenen Differenzierung haben u. a. folgende Faktoren einen 
Einfluss: TGF-ß1 (transforming growth factor beta 1), Steroidhormone, Dexamethason, 
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1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 und Östrogene. In der vorliegenden Arbeit wurde Dexame-
thason wie vom Hersteller empfohlen ins Medium zugegeben zur Induzierung der oste-
ogenen Differenzierung. Die Mineralisierung von hMSC wird durch Zusatz von ß-Glyce-
rophosphat gefördert. Die alkalische Phosphatase spaltet ß-Glycerophosphat so, dass 
ein anorganisches Phosphat freigesetzt wird. Die alkalische Phosphatase ist ein 
Ektoenzym und an der Mineralisation beteiligt. Osteoblasten besitzen einen höheren An-
teil an alkalischer Phosphatase. Ascorbinsäure wurde ebenfalls dem Differenzierungs-
medium zugegeben, weil sie die Bildung der Kollagenmatrix fördert.  
In reifen Osteoblasten wird die Expression der Gene für folgende Proteine erhöht: Oste-
ocalcin, Typ-I-Kollagen, alkalische Phosphatase, Osteopontin.  
 
 
Abb. 20: Kultivierung SPIO-markierter und nicht markierter hMSC in osteogenem Diffe-
renzierungs- (A, B) und in Nichtdifferenzierungsmedium (C, D) über 18 Tage. Eine mit 
Alizarin-Rot S angefärbte Calicifizierung wurde als Resultat einer osteogenen Differen-
zierung in mit FeraTrack™ Direct Contrast Particles markierten hMSC (A) und in der 
Kontrolle, den unmarkierten hMSC (B) beobachtet. Die Zellen wurden bei 200-facher 
Vergrößerung fotografiert. Messbalken: 50 µm.  
Alizarin Red S bildet bei pH = 4,1–4,3 mit Calcium einen Chelatkomplex, dadurch lässt 
sich calcifizierte extrazelluäre Matrix orange anfärben. Calciumverbindungen wurden in 
SPIO-Markierung von hMSC und deren Differenzierungspotential nach magnetischer 
Markierung 
 
  
61 
 
beiden Zellpopulationen (in markierten und nicht markierten) hMSC nach 18 Tagen Dif-
ferenzierung in osteogenem Medium nachgewiesen (Abb. 20A, B). Im Gegensatz dazu 
zeigten die mit SPIO-markierten Zellen, die einer osteogenen Differenzierung unterzo-
gen worden sind, eine stärkere Calciumablagerung als die nicht markierten Zellen und 
folglich einen schnelleren Differenzierungsverlauf (Abb. 21A, B). Dies kann allerdings 
bei nur morphologischer Ansicht nicht belegt werden. 
Man konnte einzelne Calciumablagerungen bei Kontrollzellen (Abb. 20C, D) beobach-
ten, was sich aufgrund der mit Typ-I-Kollagen modifizierten Oberfläche erklären ließ. 
Salasznyk et al. (2004) berichteten über einen Nachweis von Calciumphosphat, die bei 
mit Vitronectin und Kollagen I beschichteten Platten über 16 Tage kultiviert worden wa-
ren. Für die osteogene Differenzierung wurden 6-Well-Platten vor der Zellaussaat mit 
monomerem Kollagen A (Biochrom) beschichtet. 
Eine histochemische Färbung der differenzierten hMSC zeigte, dass SPIO-Partikel kei-
nen Einfluss auf die Differenzierungsfähigkeit haben. Im Vergleich mit den unmarkierten 
Zellen (Abb. 17A mit Abb. 17B und Abb. 20A mit Abb. 20B) waren Zellwachstum, Prolife-
ration sowie adipogene als auch osteogene Differenzierung nicht beeinflusst.  
 
 
Abb. 21: Phasenkontrastaufnahmen von SPIO-markierten (A) und nicht markierten (B) 
hMSC nach 18-tägiger Differenzierung in osteogenem Differenzierungsmedium. Mess-
balken: 50 µm. 
 
Weissleder (1999) hat als Erster das Konzept einer molekularen Bildgebung dargestellt, 
die Realtime-in-vivo-Bildgebung. Die molekulare Bildgebung ist die Visualisierung spe-
zieller Moleküle in einem intakten Tier. Unter zellulärer Bildgebung ist eine Visualisierung 
bestimmter Zellen in einem intakten Tier zu verstehen. Die MRT erlaubt die Bildgebung 
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auf zellulärer und molekularer Ebene (Thorek et al., 2006) und stellt eine nicht invasive 
In-vivo-Methode zur Untersuchung der Migration, des Homing und der Verteilung von 
transplantierten SPIO-beladenen Zellen (Bulte et al., 2002b; Unger, 2003) dar. Die MRT 
findet eine breite Anwendung in der Diagnostik (Artemov et al., 2003; Bulte et al., 1990; 
Cerdan et al., 1989; Kang et al., 2002; Remsen et al., 1996; Suzuki et al., 1996; To et 
al., 1992; Weissleder et al., 1991; Weissleder et al., 1992), in der Bildgebung der Trans-
genexpression (So et al., 2005; Weissleder et al., 2000) und im Zelltracking (Bulte & 
Kraitchman, 2004b; Modo et al., 2005) mit SPIO-konjugierten Antikörpern oder AK-Frag-
menten. Sie ist für die Diagnostik und das Management vieler Organpathologien und 
ihren Therapien wichtig, z. B. bei der Abstoßung des Transplantats nach einer Trans-
plantation (Ho & Hitchens, 2004), bei der Adhäsion natürlicher Killerzellen an Tumoren 
(Kircher et al., 2003) oder beim Homing der Lymphozyten in die Lymphknoten.  
Da bei der Stammzelltransplantation viele Mechanismen noch unklar sind, beispiels-
weise die Interaktion der Stammzellen mit ihrer Mikroumgebung, die Interaktion zwi-
schen den Stammzellen und die Differenzierungskapazität, laufen derzeit zahlreiche 
Studien dazu. Im Fokus stehen dabei hauptsächlich das Zelltracking, d. h. die Möglich-
keit der Verfolgung der Zellen nach ihrer Transplantation, und die Markierung der Zellen 
für die Zellvisualisierung auf MRT-Bildern. Es wurde erstmals mittels Berliner-Blau-Fär-
bung die Effizienz der SPIO-Partikelaufnahme durch hMSC und danach die Differenzie-
rungsfähigkeit der hMSC zu Adipocyten und Osteoblasten nach der SPIO-Markierung 
untersucht. 
Das Zetapotential von FeraTrack™ Direct liegt zwischen +15 und +20 mV, dadurch wird 
eine effiziente Aufnahme von Partikeln erreicht. In vom Hersteller durchgeführten Stu-
dien wurde nachgewiesen, dass eine effiziente Zellmarkierung bei Abwesenheit von TA 
dann erreicht wurde, wenn Partikel mit einem hohen Zetapotential verwendet wurden 
(+20 mV). Als Modell wurde eine fibroblastenähnliche NIH-3T3-Zelllinie gewählt. In ihrer 
Studie wurde die Markierungseffizienz in Abhängigkeit von der Oberflächenladung un-
tersucht. Dabei wurden Partikel mit einem Zetapotential von +5 mV und von +20 mV mit 
neutralen Partikeln in Kombination mit lipidbasierten TA verglichen. Deswegen wurde in 
dieser Studie die Effizienz der Aufnahme in hMSC und deren Differenzierungspotential 
nach magnetischer Markierung mit SPIO-Partikeln untersucht, deren Effizienz bereits 
bestätigt worden war. 
Der Effekt von Größe und Form der NP auf die zelluläre Aufnahme ist beträchtlich. Die 
Größe der NP beeinflusst ihre Interaktion mit der Zellmembran und folglich die intrazel-
luläre Aufnahme. Es wurde berichtet, dass NP, die nur etwa 50 nm im Durchmesser sind, 
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schneller von der Zelle aufgenommen werden als größere (Kumari & Yadav, 2011), weil 
die clathrinüberzogenen Vesikel und die caveolaren Zellmembraneinstülpungen einen 
Durchmesser von 50–200 nm haben (Doherty & Mcmahon, 2009) oder nach anderen 
Angaben ca. 100 nm (Brodsky et al., 2001; Ehrlich et al., 2004). NP, die kleiner als 25 
nm sind, werden überwiegend mittels Pinocytose aufgenommen. Allerdings wurde auch 
nachgewiesen, dass größere Partikel sich schneller auf der Zelle absetzen können, da 
sie ein größeres Gewicht haben (Ogris et al., 1998; van der Aa et al., 2007). Der Zellauf-
nahmeweg ist auch vom Zelltyp abhängig.  
Stabförmige NP haben eine niedrigere zelluläre Aufnahme als kugelförmige (Zhang et 
al., 2012). NP mit einem AR (engl. aspect ratio, Verhältnis von Breite zu Höhe) von 4 
zeigten eine niedrigere Zellaufnahme als solche mit einem AR von 1 oder 2 (Anderson, 
1998; Chitrani et al., 2006). Die zelluläre Aufnahme von SPIO-Partikeln findet mittels 
clathrinvermittelter Endocytose, Pinocytose oder Scavenger-Rezeptor-vermittelter En-
docytose statt (s. Abschnitt 2.1.).  
SPIO-Partikel werden vorübergehend in Endosomen/Lysosomen gespeichert. Danach 
wird Eisen ins Cytoplasma freigesetzt. In Studien von Arbab et al. (2003b) wird von einer 
nicht signifikanten Steigerung von ROS berichtet. Es ist sehr wahrscheinlich, dass freies 
Eisen ins Cytoplasma gelangt. Die Autoren vermuten, dass es innerhalb der Zellen be-
stimmte Mechanismen oder Signale gibt, die eine gleichzeitige Auflösung aller Fe-PLL-
Komplexe und dadurch deren toxische Wirkung verhindern.  
Arbab et al. (2005a) untersuchten den metabolischen Weg des Abbaus von dextranbe-
schichteten Eisenoxidnanopartikeln unter unterschiedlichen physiologischen Bedingun-
gen. Dabei demonstrierten sie, dass Fe-PLL-Komplexe sich bei einem niedrigen pH-
Wert (= 4,5) lösen. Am größten war die Eisenfreigabe in einem Modell der lysosomalen 
Umgebung mit Natriumcitrat als Puffersystem. Nach der Endocytose werden Eisenoxid-
NP von frühen zu späten Endosomen (mit niedrigerem pH-Wert) transportiert, die da-
nach mit Lysosomen fusionieren. In den Lysosomen findet der Abbau der SPIO-Partikel 
statt. Dabei wurde ein Anstieg der enzymatischen Aktivität in Lysosomen nach Eisenbe-
ladung nachgewiesen (Link et al., 1993; Schulze et al., 1995; Yu et al., 2003). Manche 
Endosomen können mit Lysosomen fusionieren, die einen niedrigen pH-Wert haben und 
geeignete metallische Chelate besitzen, um die Fe-PLL-Komplexe zu lösen. SPIO, die 
in Endosomen verbleiben, werden bei einer MRT auf T2- und T2*-gewichteten Bildern 
als hypointense Regionen nachgewiesen.  
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Ein bekanntes Problem bei der Transfektion ist, dass das TA die DNA zwar in die Zelle 
inkorporiert, also in das Endosom befördert, dann aber die DNA oft nicht in den Zellkern 
eingeschleust wird. Dieser unerwünschte Effekt ist bei der Stammzellmarkierung mit 
SPIO-Partikeln gerade erwünscht. Frank et al. (2003) stellten die Hypothese auf, dass 
dextranbeschichtete Partikel über eine elektrostatische Interaktion mit dem TA interagie-
ren. Bei alleiniger Verabreichung von Ferumoxiden kam es nur zu einer limitierten oder 
zu keiner Aufnahme, aber zusammen mit TA ergab sich eine 100%ige Effizienz der Be-
ladung. In den Studien wurden Zellen unterschiedlicher Spezies – Maus, Ratte und 
Mensch – mittels einfacher Kombination von SPIO-Partikeln und unterschiedlichen TA 
markiert. Van Buul et al. (2009) wiesen einen höheren Eisengehalt bei der Beladung von 
hMSC mit Ferumoxid-Protamin-Komplexen im Vergleich zu Ferucarbotran nach, dabei 
wurden weniger extrazelluläre Eisenaggregate beobachtet.  
Bei der Vielfalt der TA empfiehlt es sich, Protaminsulfat als für die Bindung mit SPIO-
Partikeln geeignetes TA zu benutzen, was eine verbesserte Stammzellaufnahme zur 
Folge hat. Arbab et al. (2004a) zeigten, dass Protaminsulfat mit DNA 100 x effizienter im 
Vergleich zu anderen TA bei der Transfektion war.  
Die Kombination von SPIO und TA kann aber auch Nachteile haben. Beispielsweise 
wurde über eine inhibierende Wirkung mancher TA, z. B. Poly-L-Lysin oder Polyethyl-
enimin, auf die Zelldifferenzierung berichtet (Arbab et al., 2004b; Kostura et al., 2004; 
Wang Z. et al., 2009), außerdem über deren Cytotoxizität.  
Einige Autoren zeigten eine 90%ige Effizienz der SPIO-Markierung von MSC ohne Ver-
wendung von TA (Hill et al., 2003; Saldanha et al., 2011). In Studien von Mailänder et 
al. (2008) wurde nachgewiesen, dass mit einer Erhöhung der SPIO-Partikelkonzentra-
tion der intrazelluläre Eisengehalt ansteigt und einen vergleichbaren Wert wie bei einer 
Markierung mit SPIO-TA-Komplexen erreicht.  
Die vorliegende Arbeit belegt mittels direkter Markierungstechnik eine effektive Interna-
lisierung humaner mesenchymaler Stammzellen von unmodifizierten positiv geladenen 
SPIO-Partikeln, ohne die Hilfe von TA und mit relativ niedriger Partikelkonzentration. 
Es wurde in dieser Arbeit auch die Differenzierungsfähigkeit mesenchymaler Stammzel-
len nach der Markierung untersucht. In-vitro-Zelldifferenzierungsanalysen zeigten, dass 
die Zelldifferenzierung sowie die Zellmorphologie zwischen markierten und unmarkierten 
MSC ähnlich waren. Nach adipogener Induktion wurden intracytoplasmatische Lipidvesi-
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kel beobachtet, die mittels Oil-Red-O-Färbung sowohl in markierten als auch in unmar-
kierten hMSC nachgewiesen wurden. Nach osteogener Induktion waren beide Zellpopu-
lationen (markierte und nicht markierte hMSC) positiv mit Alizarin-Red S gefärbt. 
Markierte und unmarkierte hMSC zeigten ein ähnliches Differenzierungsmuster bei der 
Adipogenese bzw. Osteogenese bei Kultivierung in entsprechenden Medien.  
Zahlreiche Arbeiten belegen, dass eine SPIO-Beladung keinen Einfluss auf die morpho-
logischen Eigenschaften von MSC (Balakumaran et al., 2010; Zeng et al., 2011) sowie 
keinen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation von MSC verschiedenen Ursprungs 
(Arbab et al., 2004a; Heymer et al., 2008; Ito et al., 2004; Kostura et al., 2004; Krait-
chman et al., 2005; Schäfer et al., 2010; Saldanha et al., 2011) hat. He et al. (2007) 
demonstrierten eine unveränderte Viabilität und Proliferation von aus Knochenmark ab-
geleiteten MSC. Terrovitis et al. (2006) berichteten, dass eine Markierung mit Ferumoxi-
den keinen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften von BMSC hat. In Studien von 
Sun et al. (2012) war kein signifikanter Unterschied in Viabilität, Proliferation, Membrana-
ntigenen und Multipotenz zwischen SPIO-markierten und unmarkierten Zellen zu sehen. 
Van Buul et al. (2011) konnten keinen Einfluss der Beladung von hMSC mit Fe-Protamin-
Komlexen auf die Lebensfähigkeit, langzeitmetabolische Aktivität und Chondrogenese 
feststellen. Die SPIO-TA-Komplexe wurden biophysikalisch charakterisiert und deren 
Metabolisierung untersucht. Es zeigte sich keine Beeinträchtigung von Zellvitalität, Dif-
ferenzierungkapazität und Phänotyp von mit SPIO-TA beladenen Stammzellen (Arbab 
et al., 2003b; Frank et al., 2003). 
Huang et al. (2009) und Chang et al. (2012) berichteten, dass eine SPIO-Beladung die 
Proliferation von hBMSC fördert, was mit der zellulären Internalisierung von SPIO-NP 
verbunden sein kann. Van Buul et al. (2011) demonstrierten, dass die Sekretionsprofile 
6 wichtiger Faktoren, die eine Rolle bei der Inflammation und dem Zellwachstum spielen, 
nach der SPIO-Beladung nicht beeinträchtigt waren. 
Über die Wirkung der SPIO-Beladung auf das Differenzierungspotential gibt es jedoch 
unterschiedliche Berichte. In den meisten Studien wurde keine Beeinträchtigung der adi-
pogenen und osteogenen Differenzierungsfähigkeit gefunden (Andreas et al., 2012; Ar-
bab et al., 2003b; Arbab et al., 2004a; Farrell et al., 2008; Frank et al., 2003; Heymer et 
al., 2008; Hori et al., 2011; Ito et al., 2004; Jing et al., 2008; Pawelczyk et al., 2006; 
Schäfer et al., 2008; Schäfer et al., 2009; So et al., 2010). Allerdings stellten Chen et al. 
(2010) fest, dass die Markierung von hMSC mit SPIO-Partikeln eine negative Wirkung 
auf die osteogene Differenzierung hat. Zugleich bleibt der Effekt der SPIO-Beladung auf 
SPIO-Markierung von hMSC und deren Differenzierungspotential nach magnetischer 
Markierung 
 
  
66 
 
die chondrogene Differenzierung umstritten. Heymer et al. (2008) berichteten, dass die 
Beladung mit VSOP keinen Einfluss auf die chondrogene Differenzierung von hBMSC 
hat, was histologisch und mittels Genexpressionsanalyse ermittelt wurde. Die SPIO-Be-
ladung hatte auch keine Auswirkungen auf die Chondrogenese von MSC in anderen 
Studien (Arbab et al., 2004a; Arbab et al., 2005b; Farrel et al., 2008; Jing et al., 2008; 
Nishida et al., 2006; Wang L. et al., 2009; Yang C.-Y. et al., 2011a). Reddy et al. (2009) 
zeigten, dass die Beladung mit Polyvinylpyrrolidon-beschichteten SPIO-Partikeln das 
Differenzierungspotential von hBMSC nicht beeinträchtigte. Dagegen zeigten Kostura et 
al. (2004) einen inhibierenden Effekt der Beladung mit Ferumoxiden auf das Differenzie-
rungspotential zu Chondrocyten. Bulte et al. (2004) berichteten ferner über die Inhibie-
rung der Chondrogenese mit Ferumoxiden. Allerdings wurde hierfür Poly-L-Lysin verant-
wortlich gemacht (Arbab et al., 2005b; Bulte et al., 2004). Die chondrogene Differenzie-
rungskapazität war auch beeinflusst nach der Beladung mit Aminoberfläche-modifizier-
ten SPIO-NP (Chang et al., 2012) sowie nach der Beladung mit citratbeschichteten 
SPIO-Partikeln (Andreas et al., 2012). In Bezug auf andere Stammzelllinien fand sich 
kein Unterschied in der Differenzierungskapazität der mit Ferumoxid markierten huma-
nen embryonalen Stammzellen (Nejadnik et al., 2012) oder der mit SPIO markierten 
embryonalen oder neuronalen Stammzellen (Hoehn et al., 2002; Watson et al., 2006). 
Hu et al. (2009) demonstrierten einen negativen Einfluss von SPIO-Partikeln auf die 
Chondrogenese, als möglicher Grund wurde hier das verwendete TA genannt.  
Es ist offensichtlich, dass die variierenden biologischen Effekte der SPIO-Partikel auf 
MSC mit der Partikelgröße, der Oberflächenbeschichtung, dem Eisengehalt, der Inkuba-
tionszeit, den TA sowie der Markierungstechnik zusammenhängen. Schäfer et al. (2009) 
berichteten, dass eine SPIO-Beladung mit oder ohne TA keinen Einfluss auf die Viabilität 
und das Differenzierungspotential von MSC hat, jedoch die Beladung der MSC unter 
Verwendung eines TA zu einer Senkung der Migrations- und Koloniebildungskapazität 
führt, im Vergleich zur Markierung ohne TA. Arbab et al. (2003a, 2003b, 2004b) unter-
suchten die Effekte von Ferumoxiden mit unterschiedlichen TA auf die Eisenkonzentra-
tion in der Zelle. Mit zunehmender Eisenkonzentration von 50–125 µg Fe/ml stieg das 
intrazelluläre Eisen innerhalb 24 h auf das 3-Fache. Allerdings war dies mit einer 40 % 
höheren Mortalität, verglichen mit unmarkierten Zellen, verbunden. Diese Ergebnisse 
geben einen Hinweis darauf, dass es für die Fe-Konzentration einen Threshold-Wert 
gibt, nach dessen Überschreiten SPIO-Partikel toxisch wirken können. Es wurde bereits 
berichtet, dass die Markierung mit Ferucarbotran effizienter ist als die mit Ferumoxiden. 
Ferucarbotran (Resovist®) hat eine hohe Beladungseffizienz für nicht phagocytierende 
SPIO-Markierung von hMSC und deren Differenzierungspotential nach magnetischer 
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Zellen (Boutry et al., 2008) und einen höheren Threshold-Wert für eine Toxizität im Ver-
gleich zu Ferumoxiden (Niemeyer et al., 2010). hMSC konnten effizient mit Ferucar-
botran ohne TA markiert werden (Henning et al., 2009b; Mailänder et al., 2008), ferner 
beeinträchtigte eine hohe Ferucarbotrankonzentration die Zellviabilität nicht signifikant 
(Metz et al., 2004). Allerdings verstärkte die Verwendung von Ferucarbotran die klini-
schen Symptome einer experimentell induzierten autoimmunen Enzephalomyelitis 
(Schäfer et al., 2008). Es wurde auch von einem inhibierenden Effekt von Ferucarbotran 
auf die osteogene Differenzierung von hMSC berichtet (Chen et al., 2010).  
Chang et al. (2012) demonstrierten eine Beeinträchtigung des osteogenen und des 
chondrogenen Differenzierungspotentials nach der Beladung mit Aminoberfläche-modi-
fizierten SPIO-Partikeln anhand einer veränderten Produktion von Cytokin- und Wachs-
tumsfaktoren. Die Autoren der Studie glauben, dass die Oberflächenbeschichtung der 
SPIO-Partikel eine große Rolle spielt und sich deshalb ein Unterschied in den biologi-
schen Effekten verschiedener SPIO zeigt.  
Farrel et al. (2008) untersuchten die In-vitro-Differenzierung mittels histologischen und 
molekularen Analysen. Die Genexpressionsanalyse zeigte keinen Effekt der Beladung 
mit SPIO auf die adipogene und chondrogene Genexpression, allerdings fanden sich 
Unterschiede in Bezug auf die osteogene Differenzierung.  
Hsiao et al. (2008) konnten keine Wirkung einer Markierung mit Gd-Fluoresceinisothio-
cyanat-mesoporösen Siliciumdioxidnanopartikeln auf die adipogene, osteogene und 
chondrogene Differenzierung von hMSC beobachten. Die Partikel wurden in späten En-
dosomen und Lysosomen lokalisiert.  
Polyvinylpyrrolidon-beschichtete Partikel wurden in Studien von Reddy et al. (2009) mit 
Ferumoxiden (Endorem®, Feridex IV) verglichen. Dabei ergab sich keine Beeinträchti-
gung der Differenzierungskapazität von hBMSC nach der Beladung mit SPIO. 
Ferucarbotran inhibierte die Chondrogenese, nach der Markierung mit Ferumoxiden und 
Protaminsulfat wurden die Zellen nicht beeinflusst, dagegen aber mit Poly-L-Lysin als 
TA (Arbab et al., 2004a; Arbab et al., 2005b; Bulte et al., 2004; Kostura et al., 2004). Es 
wurde festgestellt, dass die Partikelbeschichtung und das TA die Differenzierungskapa-
zität der MSC beeinflussen. 
Henning et al. (2009a) konnten keinen signifikanten Unterschied bei der Chondrogenese 
zwischen SPIO-markierten und unmarkierten hBMSC finden. Bei einer Reduzierung der 
Inkubationszeit folgte gleichzeitig eine Abnahme des intrazellulären Eisengehalts. 
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Ein Grund für die unterschiedlichen Wirkungen auf die Chondrogenese liegt darin, dass 
in einigen Studien die Zellen frisch isoliert waren, andere Forschungsgruppen dagegen 
kryokonservierte Zellen verwendeten. Außerdem gab es unterschiedliche Markierungs-
protokolle. Van Buul et al. (2011) fanden keinen negativen Effekt der SPIO-Beladung auf 
die chondrogene Differenzierung von frisch isolierten Stammzellen. Dagegen ist ein in-
hibitorischer Effekt bei der Durchführung von Versuchen mit tiefgefrorenen Zellen erwie-
sen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Relaxivitätsmessungen bei 7 T 
  
69 
 
 
 
 
 
4.  Relaxivitätsmessungen bei 7 T 
 
4.1. Einleitung 
 
Mit der Relaxivität (r1, r2) kann man die Fähigkeit beliebiger magnetischer Partikel mes-
sen, wie entweder die T1-Relaxationszeit oder die T2-Relaxationszeit der umgebenden 
Wasser-Protonspins beeinflusst wird. Die Relaxivitätswerte zeigen die Relaxationserhö-
hung von Wasserprotonen bei einer KM-Konzentration von 1 mM. Die Relaxivität ist vom 
Gewebetyp, vom Partikelmaterial und von der Größe des magnetischen Felds abhängig.  
Metallische Komplexe beeinflussen die Relaxationsrate im Gewebe, wobei das Ausmaß 
von unterschiedlichen Faktoren abhängig ist. Beispielsweise führen die chemische Um-
gebung und die Makromoleküle, die an KM binden, zu einer signifikanten Änderung der 
Relaxivität. Die Bildung der Proteinkorona kann leicht die Relaxivität von negativ gela-
denen SPIO erhöhen und die der positiv geladenen SPIO wesentlich senken, obwohl die 
Adsorption an der Oberfläche bei positiv geladenen SPIO-Partikeln signifikant niedriger 
ist als bei negativ geladenen (Amiri et al., 2013). Außerdem kann ein Clusterung von NP 
r2 stark verändern.  
Es gibt die Relaxation der inneren Sphäre und die Relaxation der äußeren Sphäre. Im 
ersten Fall muss das paramagnetische Ion sich in der Nähe der Protonen der umgeben-
den Wassermoleküle befinden. Alle paramagnetischen KM bestehen aus Gd(III)- und 
Mn(II)-Chelaten, sie besitzen keinen metallischen Kern und keine Hülle. Obwohl para-
magnetische KM Feldinhomogenitäten verursachen, ist ihr Einfluss auf die T2-Relaxati-
onszeit der Protonen gewöhnlich niedriger als auf die T1-Relaxationszeit. Bei der Re-
laxation der äußeren Sphäre erzeugen SPIO große lokale Feldinhomogenitäten, was zu 
großen lokalen Feldgradienten führt. Dies beschleunigt die Dephasierung von Protonen-
spins, was eine starke Reduzierung der T2-Relaxationszeit und einen relativ kleinen Ein-
fluss auf die T1-Relaxationszeit zur Folge hat. Bei ferro- und ferrimagnetischen Materia-
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lien erreicht die Magnetisierung bei hohen Magnetfeldstärken einen Sättigungswert. Da-
her werden alle Dipolmomente der Partikel in Richtung des Magnetfelds orientiert, so-
dass die maximale Anzahl atomarer Spins parallel ausgerichtet ist. Eine dipolare Inter-
aktion zwischen Protonspin und Dipolmoment der Partikel findet durch die Diffusion von 
Protonen des Wassers, die benachbart zu den Partikeln sind, statt und wird als Relaxa-
tion der äußeren Sphäre bezeichnet. Man unterscheidet das Wasser, das mit Gd in 
Wechselwirkung tritt (innere Sphäre), und das Wasser der 2. Solvatationshülle sowie 
dem Umgebungswasser (äußere Sphäre). Für T1-KM ist der Beitrag der inneren Sphäre 
für die Relaxation von großer Bedeutung. Detaillierte Wechselwirkungen zwischen Ion 
und Wasser lassen sich durch die Solomon-Bloembergen-Morgen-Theorie erklären. Hier 
wird nicht darauf eingegangen, da für negative KM nur die Äußere-Sphäre-Relaxation 
wichtig ist. Eisenoxide weisen eine Nettomagnetisierung (Summe der magnetischen Mo-
mente aller Spins entlang B0) auf, die mit steigendem externen Magnetfeld ansteigt. Die 
Modulation dieser Nettomagnetisierung verursacht eine Protonenrelaxation (Curie-Spin-
Relaxation). Das r2/r1-Verhältnis steigt mit der Größe der Partikel an sowie mit zuneh-
mender Anzahl von Aggregaten. Diese Aggregate können als große magnetisierte 
Sphäre betrachtet werden, deren magnetisches Moment mit zunehmender Feldstärke 
ansteigt. Das führt zum Suszeptibilitätseffekt, weshalb SPIO-Partikel als T2-Relaxation-
sagenzien wirken. 
Der andere wichtige Faktor, der eine Rolle beim Einfluss des KM auf die Relaxationsrate 
spielt, ist die Kompartimentalisierung von Metallkomplexen in Gewebe. Dabei ist die Ge-
schwindigkeit des Protonenaustausches zwischen den unterschiedlichen Kompartimen-
ten wichtig im Vergleich zur T1-Relaxation aller Komponenten. In den meisten Fällen 
verhalten sich T1- und T2-Relaxationskurven monoexponentiell. Ein Grund für einen 
multiexponentiellen Verfall ist die Kompartimentalisierung, sodass sich die Gesamtre-
laxation aus der Relaxation individueller Komponenten zusammensetzt. Die tatsächliche 
Größe und Richtung magnetischer Feldverschiebungen ist stark von Größe und Form 
der biologischen Kompartimenten abhängig, in denen sich das KM befindet. Die Größe 
der Suszeptibilitätskontrasteffekte ist wiederum von der Wasserdiffusion abhängig. Die 
magnetische Suszeptibilität des KM kann eine Feldinhomogenität verursachen, wodurch 
sich T2 reduziert. Die Wasserdiffusion führt zur Protonendephasierung, aber auch ohne 
Wasserdiffusion verursachen Feldinhomogenitäten eine Intravoxeldephasierung und so-
mit einen Signalverlust auf Gradienten-Echo-Bildern aufgrund unterschiedlicher mikro-
skopischer Magnetfelder innerhalb der Voxel.  
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Es gibt Unterschiede in der Wasserdiffusion in Abhängigkeit von der Kompartimentali-
sierung des KM, besonders für T1-KM. Befindet sich z. B. Gd-haltiges KM in einem Test-
röhrchen, wird dort das Wasser wenige Mikrosekungen brauchen, bis es zwischen den 
Gd-Molekülen diffundiert. Wenn allerdings das gleiche KM mikrovaskulär (in kleinen 
Blutgefäßen) kompartimentalisiert ist, braucht es einige Sekunden, bis das Wasser dif-
fundieren kann. Simon et al. (2006) zeigten, dass freies extrazelluläres Ferumoxtran-10 
(USPIO) höhere r2-Relaxivitätswerte im Vergleich zu interzellulär kompartimentalisierten 
USPIO aufwiesen. Bei gleichmäßig verteilten magnetischen Dipolen wurde ein schnel-
lerer Verfall des statischen MR-Signals beobachtet als bei kompartmentalisierten mag-
netischen Dipolen.  
Man unterscheidet schnellen, mittleren und langsamen Austausch von Wasser, je nach-
dem, wie schnell sich das Wasser zwischen den Kompartimenten bewegt. Manche bio-
logischen Kompartimente haben einen langsamen Wasseraustausch, außer bei extrem 
hohen KM-Konzentrationen.  
Der Diffusionskoeffizient von Wasser ist im Inneren der Zelle niedriger als in reiner Lö-
sung. Die Membranen der Organellen sowie intrazelluläre Kompartimente sind diffusi-
onsbegrenzt und somit ist die Zugänglichkeit der KM limitiert. In biologischen Geweben 
können die Moleküle aufgrund der großen Zahl makromolekularer Strukturen und dem 
Vorhandensein von Barrieren nicht mehr in alle Richtungen diffundieren. Man sagt, es 
liegt eine anisotrope Diffusion vor, diese spielt eine wichtige Rolle bei der Spin-Spin-
Relaxation.  
Die Kompartimentalisierung ist, wie schon früher erwähnt, entscheidend für die Bildge-
bung von T1-KM. Bei intrazellulären Gd-haltigen KM spielt die Verteilung des KM im 
Gewebe eine entscheidende Rolle für die effektive Relaxation, im Fall von eisenoxidba-
sierten KM hat sie aber aufgrund von Suszeptibilitätseffekten keine Wirkung auf den 
Kontrast. 
Suszeptibilitätsbasierte T2- und T2*-KM, die zu lokalen Inhomogenitäten des Magnet-
felds führen, sind dann anzuwenden, wenn die Wirkung der KM durch einen langsamen 
Wasseraustausch oder eine Kompartimentalisierung begrenzt ist, z. B. beim sogenann-
ten First-pass-Perfusions-Imaging im Gehirn. 
Der Einfluss von Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf die Relaxationszeiten in einer ho-
mogenen Substanz lässt sich mithilfe der BPP-Theorie (Relaxationstheorie nach Bloem-
bergen, Purcell und Pound) beschreiben. Es wird angenommen, dass die Diffusion in 
einer isotropen Umgebung richtungsabhängig stattfindet. Diese Annahme ist für Flüssig-
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keiten gut erfüllt. Die BPP-Theorie verknüpft die Korrelationszeit mit den Relaxationszei-
ten der Spins. Es werden für die T1 und T2 Formeln hergeleitet, die neben den Korrela-
tionszeiten von der Hauptmagnetfeldstärke, dem Abstand zwischen den Kernen und 
dem magnetischen Dipolmoment abhängen. Dabei wird gezeigt, dass T2 mit steigender 
Korrelationszeit und Bildungsstärke sinkt, während T1 bei einer bestimmten Korrelati-
onszeit ein Minimum erreicht und danach wieder steigt.  
Die Korrelationszeit ist diejenige Zeit, in der ein bestimmter Zustand bewahrt bleibt oder 
sich die Molekülorientierung ändert. Je länger die Korrelationszeit ist, desto schneller ist 
die effektive Dephasierung der Spins. Ist die Korrelationszeit sehr kurz, ändern sich die 
Magnetfelder sehr schnell und die effektive Dephasierung läuft deutlich verlangsamt ab. 
Die BPP-Theorie gilt also nur für mononukleäre Lösungsmittel (Wasser, Ethanol, Glyce-
rol) und nicht für Gewebe, in denen das Verhältnis zwischen Makromolekülen und Was-
ser unterschiedlich ist und die als multikomponentär zu betrachten sind. Für visköse 
Flüssigkeiten sind beide Relaxationszeiten frequenzabhängig.  
 
4.2. Material und Methoden 
Die Messungen erfolgten in einem 7-T-Kleintier-MRT (ClinScan 70/30 USR, Bruker) un-
ter Verwendung einer Birdcage-Spule. In allen Sequenzen wurden transversale Schich-
ten mit einer Dicke von 2 mm gewählt. Für die Messung der T2-Relaxationszeit wurde 
eine SE-Sequenz mit folgenden Parametern verwendet: TR = 2500, TE = 
8,5/17/25,5/34/42,5/51/59,5/68/76,5/85/93,5/102 ms, Matrix = 128 x 128 Pixel. Das FoV 
betrug 113 x 113 Pixel. Die Voxelgröße lag bei 0,883 x 0,883 x 2,00 mm. Die Akquisiti-
onszeit betrug 5 min 23 s. Für die Bestimmung der T1-Relaxationszeit wurde eine TSE-
Sequenz mit folgenden Parametern verwendet: TI = 500/1000 ms, TR = 7000 ms, TE = 
7,9 ms, Turbofaktor = 7 und Matrix = 77 x 85 Pixel. Das FoV betrug 77 x 85 Pixel. Die 
Voxelgröße resultierte in 0,664 x 0,664 x 2,00 mm. Die Akquisitionszeit bei jeder TI be-
trug 2 min 6 s. 
Die Messungen wurden in einer vorher angepassten ROI vorgenommen (Abb. 24), de-
ren Größe bei allen Messungen bei 0,33 cm2 lag. Die Auswertung der MRT-Daten er-
folgte mithilfe der Software Syngo MR B15 (Siemens). Die Relaxationsraten R1 und R2 
konnten nach Formel 3 berechnet werden und korrelierten linear mit der SPIO-Konzent-
ration. Zur Bestimmung der Relaxivitäten r1 und r2 wurden die Relaxationsraten der 
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Konzentrationsreihe einer NP-Dispersion gegen die analytische Eisenkonzentration auf-
getragen. Die Steigung der ermittelten Ausgleichsgeraden entsprach der konzentrati-
onsunabhängigen Relaxivität.  
 
FeraSpin™ R wurde freundlicherweise von der Firma nanoPET GmbH zur Verfügung 
gestellt. Die SPIO-Partikel lagen in einer isotonischen Lösung vor und wurden durch die 
Carboxydextranhülle stabilisiert. Durch Verdünnung der SPIO-Partikel mit Wasser (Ap-
pliChem GmbH) und dem Mausplasma (Na-heparinisiert, gesamter Proteingehalt lag bei 
4,7 g/dl, der Albumingehalt bei 2,3 g/dl) wurden 4 Verdünnungsreihen angesetzt. Jede 
bestand aus je 3 verschiedenen Eisenoxidkonzentrationen: 0,1 mmol/L, 0,25 mmol/L 
und 0,5 mmol/L. Die MRT-Messungen wurden in einem Phantom, bestehend aus einer 
mit Wasser gefüllten Spritze, in der ein einzelnes Eppi platziert wurde, durchgeführt. Der 
Durchmesser des Eppi betrug 1 cm, das Volumen 1,85 ml.  
Es wurden die T1- und T2-Relaxationzeiten verschiedener eisenoxidhaltiger KM-Lösun-
gen bei 7 T gemessen. Das r2/r1-Verhältnis sollte bei unterschiedlichen Eisenkonzent-
rationen in Wasser und Mausplasma im 7-T-MRT ermittelt werden. In Abb. 22 und 23 ist 
die T2-Signalintensität in Abhängigkeit von der Eisenoxidkonzentration und TE darge-
stellt. 
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Abb. 22: Bestimmung der T2-Zeit. Bruker-Mean-Curve mit T2-Signalwert des Messfelds 
(ROI) vs. Echozeit. T2-Zeit wurde bei unterschiedlichen KM-Konzentrationen in Maus-
plasma gemessen: 0,1 mmol/L (B), 0,25 mmol/L (C) und 0,5 mmol/L (D) sowie ohne KM 
(A). Bei längerer TE und bei höheren KM-Konzentrationen war das Gesamtsignal so 
niedrig, dass es zur Signalauslöschung kam (D). Mit der Erhöhung der KM-Konzentra-
tion von 0,1 auf 0,5 mmol/L reduzierte sich die Signalintensität schneller (B–C–D). 
 
 
Abb. 23: Darstellung der Signalintensitäten bei verschiedenen KM-Konzentrationen in 
Abhängigkeit von der Echozeit für T2-gewichtete Aufnahmen, gemessen in Plasma 
(links) und Wasser (rechts).  
Im Anschluss an die MRT-Messung konnte die T2-Zeit durch exponentielle Kurvenan-
passung an die zu verschiedenen Echozeiten (TE) ermittelten Signalwerte berechnet 
werden. 
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Abb. 24: Auswertungsbeispiel eines Phantoms. Messungen eines eisenoxidhaltigen 
MR-KM verdünnt in Wasser bei 7 T, Konzentration des KM = 0,25 mmol/L. Als Beispiel 
sind T2- (links) und T1-Auswertungsbilder (rechts) dargestellt. Es sind Mittelwert, Stan-
dardabweichung, Flächengröße und Pixelanzahl der ausgewählten ROI zu sehen. 
 
4.3.  Ergebisse und Diskussion 
 
Die magnetischen Eigenschaften der SPIO-Partikel und deren Blut-Pharmakokinetik 
sind wichtige Merkmale für die MRT-Bildgebung. Die magnetischen Eigenschaften wer-
den durch den Eisenoxidkern vermittelt. Eine hohe Magnetisierung ist wichtig, da 
dadurch die Protonen-Relaxivität beeinflusst wird. Die Wirkung von KM wird über die 
Beschleunigung der Relaxation von Protonen in einer Lösung bestimmt. Die Relaxivität 
ist stark von der Partikelgröße, aber nicht von den Umhüllungsmaterialien abhängig 
(Roohi et al., 2012), dabei steigt die T2-Relaxationsrate mit steigender Partikelgröße. 
Die Blut-Pharmakokinetik ist eine weitere wichtige Charakteristik der SPIO-Partikel. Hier-
bei beeinflussen sowohl die Partikelgröße als auch die Beschichtung die Blutkinetik un-
abhängig voneinander. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Relaxivitäten von KM (FeraSpin™ R) untersucht, 
um beurteilen zu können, welche Eigenschaften sie als MR-KM haben. Es wurden die 
magnetischen Relaxationszeiten in Wasser und Mausplasma bei unterschiedlichen KM-
Konzentrationen gemessen. Für die grafische Darstellung in Abb. 25 und 26 wurden die 
R1- und R2-Werte gegen die KM-Konzentrationen aufgetragen. Mit steigender Eisen-
konzentration nimmt R2 stark zu. Die R1- (Abb. 25) und R2-Werte (Abb. 26) zeigten eine 
lineare Abhängigkeit von der Eisenkonzentration.  
Relaxivitätsmessungen bei 7 T 
  
76 
 
 
 
Abb. 25: R1-Relaxationsraten eisenoxidhaltiger KM-Lösungen bei RT, gemessen mittels 
7-T-MRT. Die R1-Relaxationsraten sind als Funktion der SPIO-Partikelkonzentrationen 
in den untersuchten KM-Lösungen dargestellt. Die Versuche wurden mit FeraSpin™ R 
durchgeführt. 
 
 
Abb. 26: R2-Relaxationsraten eisenoxidhaltiger KM-Lösungen bei RT, gemessen mittels 
7-T-MRT. Die Experimente wurden mit FeraSpin™ R durchgeführt.  
Die Ergebnisse der Relaxivitätsmessungen in den untersuchten Lösungen vor der Kon-
trastmittelgabe sind in Tab. 2 dargestellt. Am größten fällt die Differenz zwischen 1/T02 
in Wasser und 1/T02 in Mausplasma aus. In Mausplasma kam es bereits ohne KM zu 
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einer deutlichen Verkürzung der T2-Zeit. Dies lässt sich durch die höhere Viskosität des 
Plasmas erklären. Tab. 3 zeigt die r1- und r2-Werte sowie das r2/r1-Verhältnis der un-
tersuchten SPIO-Partikel in Wasser und Mausplasma.  
Tab. 2: Relaxationsraten* der untersuchten Lösungen bei RT, gemessen mittels 7-T-
MRT 
 1/T01 1/T02 
Wasser 0,3  0,83  
Mausplasma 0,45 3,2 
*Werte in s–1 
 
Tab. 3: Relaxivitäten* des eisenoxidhaltigen KM in Wasser und Mausplasma bei RT, 
gemessen mittels 7-T-MRT, sowie r2/r1-Verhältnis 
 r1 r2 r2/r1 
Wasser 2,7 178 66 
Mausplasma 1,7 184,6 108,6 
*Werte in mM–1s–1 
 
Die In-vitro-Relaxometrie der Proben in Wasser ergab für die longitudinale Relaxivität 
einen Wert von r1 = 2,7 mM–1s–1. Für die transversale Relaxivität wurde ein Wert von r2 
= 178 mM–1s–1 in Wasser ermittelt. Die Messung der Protonenrelaxation von mit Car-
boxydextran beschichteten SPIO-Partikeln ergab Werte von 1,7 für r1 mM–1s–1 und von 
184,6 mM–1s–1 für r2, gemessen in Mausplasma bei 7 T und RT. Bei der Messung in 
Mausplasma zeigte sich, dass der r2-Wert höher war gegenüber dem, der in Wasser 
gemessen wurde.  
SPIO-basierte-KM können die T2-Relaxation verkürzen und ihre Gesamteffektivität ist 
durch die T2-Relaxivität (r2) darstellbar. Die T2-Relaxivität der SPIO-Partikel ist abhän-
gig von dem umgebenden Magnetfeld, der Partikelgröße, der Zusammensetzung der 
SPIO und dem Grad der SPIO-Clusterung. Aggregate aus mehreren SPIO-Nanokristal-
len haben bei gleicher Eisenkonzentration einen stärkeren T2-Effekt als nicht aggre-
gierte, einzelne Nanokristalle. Eine Clusterung von SPIO-Partikeln in dichten Vakuolen 
bringt einen besseren lokalen Kontrast als SPIO, die im Cytoplasma verteilt sind. Bei der 
Clusterung der SPIO-Partikel in den Lysosomen der Kupffer-Zellen kommt es zum 
T2/T2*-Effekt. Der T2*-Effekt ist von der räumlichen Verteilung der SPIO-Partikel und 
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der Clustergröße abhängig, da große Cluster eine größere lokale magnetische Verzer-
rung erzeugen. Der T2-Effekt wird durch die Interaktion zwischen Wasser und magneti-
schem Zentrum beeinflusst. Hier ist die räumliche Verteilung wichtiger als die Cluster-
größe. Die Clusterung führt zur Zunahme der mittleren Distanz zwischen magnetischem 
Zentrum und Wassermolekülen. Der T1-Effekt tritt aufgrund der Zirkulation einzelner 
SPIO-Partikel im Blut auf und wird als Blut-Pool-Effekt bezeichnet.  
T2-negative KM werden eingesetzt, um die transversale Relaxationszeit T2 eines Ge-
webes zu verkürzen und um den Unterschied zwischen normalem und pathologischem 
Gewebe zu intensivieren. Neben den pharmakologischen Eigenschaften (Verteilung im 
Körper) ist die Effizienz eines KM von den magnetischen Eigenschaften (z. B. Relaxivi-
tät) abhängig (Heiland et al., 2010; Lauffer, 1987). Die Relaxivität (r1, r2) mit der Einheit 
mM–1s–1 wird als Maß für die Wirksamkeit eines Kontrastmittels, die unabhängig von 
dessen Konzentration ist, verwendet. SPIO-Partikel (z .B. Endorem®, Resovist®) haben 
ein hohes r2/r1-Verhältnis und kurze Bluthalbwertszeiten (< 10 min), während USPIO 
ein niedriges r2/r1-Verhältnis und lange Bluthalbwertszeiten (< 2 h) aufweisen (Hamm et 
al., 1994; Josephson et al., 1988; McLachlan et al., 1994; Reimer & Tombach, 1998). 
Das Verhältnis r2/r1 gibt an, ob das KM bei einer ausgewählten Sequenz positiv (T1-
KM) oder negativ (T2-KM) ist. Da die T1- und T2-Zeiten von der Magnetfeldstärke be-
einflusst werden (Pintaske et al., 2006; Rohrer et al., 2005), wurden die r1- und r2-Werte 
(bei 7 T) der hier getesteten SPIO-Partikel mit den Werten für Resovist®, einem klinisch 
zugelassenen Vertreter negativer MRT-KM, die bei geringeren Magnetfeldstärken in der 
Literatur beschrieben sind, verglichen (Tab. 4).  
 
Im biologischen Milieu sind die Relaxationszeiten T1 und T2 von dem molekularen Auf-
bau, der Packungsdichte, der molekularen Beweglichkeit, der Temperatur sowie der Vis-
kosität abhängig (Zeitler, 1984). Das r2/r1-Verhältnis hängt sehr stark von der Größe der 
Partikel ab, mit zunehmendem Durchmesser nimmt es zu (Allkemper et al., 2002). Die 
Relaxivität ist sowohl von der Kerngröße als auch vom hydrodynamischen Durchmesser 
der Partikel abhängig, der von der Beschichtung beeinflusst wird (Josephson et al., 1988; 
Weissleder et al., 1995).  
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Tabelle 4. Vergleich von r1- und r2-Werten von Carboxydextran-beschichteten Eisen-
oxid-Nanopartikeln 
 
Autor Tem-
pera-
tur 
(°C) 
Feld-
stärke 
(T) 
Lö- 
sung 
Resovist® Carboxydextran-be-
schichtete SPIO, 60 
nm 
FeraSpin™ R 
r1* r2* r1* r2* r1* r2* 
Lawaczeck 
et al., 1997 
40 0,47 Wasser 24,7±0,2 163,8±5,5     
Schering AG 37 1,5 Blut 7,2±0,1 82±6,2     
Roohi et al., 
2012 
40 1,4 Wasser   8,8±0,1 303±1   
Miltenyi Bio-
tec 
37 1,41 Wasser     10 185 
 37 1,5 Ratten-
plasma 
    7 95 
Rohrer et al., 
2005 
37 3 Wasser 4,6 (4,3–
4,9) 
143 (132–
154) 
    
 37 4,7 Wasser 2,8 (2,7–
2,9) 
176 (167–
185) 
    
 37 3 bovines 
Plasma 
3,3 (3,1–
3,5) 
160 (140–
180) 
    
 37 4,7 bovines 
Plasma 
1,7 (1,6–
1,8) 
118 (110–
126) 
    
vorliegende 
Studie 
RT** 7 Wasser     2,7 178 
 RT** 7 Maus-
plasma 
    1,7 184,6 
*Werte in mM–1s–1 
**Raumtemperatur 
 
Magnetisch wirksame Substanzen, die als KM geeignet sind, müssen zur Beeinflussung 
der Protonenrelaxation ungepaarte Elektronen aufweisen, da das magnetische Moment 
des Protons 657-mal und das des Neutrons 963-mal schwächer ist als das des Elektrons 
(Lissner & Baierl, 1990). Ungepaarte Elektronen besitzen einen Spin und damit ein mag-
netisches Moment. Durch eine Veränderung des lokalen Magnetfelds bewirken diese 
Substanzen eine Verkürzung der Relaxationszeit. Das hier verwendete KM, dessen 
magnetischer Kern aus polykristallinem Eisenoxid besteht, wurde für die negative Bild-
gebung entwickelt. Eine Bedingung für seinen Einsatz ist die Maximierung des Verhält-
nisses der transversalen Relaxivität r2 zur longitudinalen Relaxivität r1. Höhere Magnet-
feldstärken ermöglichen eine höhere Signalintensität und eine Verbesserung des Signal-
zu-Rausch-(S/R-)Verhältnisses. In der vorliegenden Arbeit waren höhere r2-Relaxivitäts-
werte, eine starke Verkürzung der T2- und T2*-Zeit sowie zusätzlich in einem geringeren 
Ausmaß eine Verkürzung der T1-Zeit zu erwarten. Dies sollte durch mehrere Messungen 
von unterschiedlichen KM-Konzentrationen in Wasser und Mausplasma jeweils bei RT 
veranschaulicht werden. 
 
FeraSpin™ R führte durch eine Verminderung der T2-Zeit von Wasserstoffprotonen zu 
einem Abfall der Signalintensität in T2-gewichteten Bildern. Bei einer KM-Konzentration 
von 0,1 mmol/L konnte die T2-Relaxationszeit von Wasser von 1204,2 ± 36,5 ms auf 
55,3 ± 0,7 ms verkürzt werden; die T2-Zeit von Mausplasma wurde bei gleicher KM-
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Konzentration von 311,6 ± 13,6 ms auf 45,8 ± 0,55 ms verkürzt. Um genauere Relaxivi-
tätswerte zu erhalten, wurden die T2- und die T1-Zeit bei 0,25 mmol/L und 0,5 mmol/L 
gemessen. In den meisten Fällen stieg die Relaxationsrate proportional zur Konzentra-
tion des KM. Und da die Abhängigkeit zwischen den Relaxationsraten und der Konzent-
ration des KM linear war (Abb. 25, 26), entsprach die Steigung aus der linearen Regres-
sionsgeradengleichung der Relaxivität. 
 
Die aus Relaxivitätsmessungen ermittelten Relaxivitätswerte stellen ein relatives Maß 
für die Bestimmung der Wirksamkeit des KM dar. Diese Werte konnten für einen KM-
Vergleich herangezogen werden. Da die hier dargestellten Werte bei RT gemessen wur-
den, war ein Vergleich mit früheren Ergebnissen nur eingeschränkt möglich. Als Refe-
renz diente ein Relaxivitätsvergleich mit Resovist®, dessen r1- und r2-Werte bekannt 
sind. Die Messungen von SH U555A (Resovist®) wurden vorwiegend bei 0,47 T und 1,5 
T entweder spektroskopisch oder mit einem bildgebenden Verfahren durchgeführt (Tab. 
4). Der Vergleich der r2- und r1-Relaxivitätswerte von Referenz-KM und FeraSpin™ R 
in Wasser ergab, dass die r2- und die r1-Werte bei 7 T mit den Werten, die von Rohrer 
et al. (2005) bei 4,7 T ermittelt wurden, vergleichbar sind. Ihre Studien belegen, dass die 
bei 4,7 T durchgeführte KM-gestützte MRT in der Lage ist, einen stärkeren T2-Effekt im 
Vergleich zur Bildgebung bei 1,5 T und 3 T zu erzielen. Die bei einer höheren Magnet-
feldstärke zu erwarteten höheren r2-Relaxivitätswerte konnten hier nicht beobachtet 
werden. Das war offenbar auf die Unterschiede in den Bedingungen, und zwar in der 
Temperatur von 37 °C gegenüber RT zurückzuführen. Ein anderer Haupteffekt, der ei-
nen Einfluss auf die Relaxometrie und deren Parameter zeigt, ist die Feldinhomogenität. 
Da die Dephasierung nach dem 90°-Impuls bei der Inhomogenität rascher erfolgt und 
das Magnetfeld im 7-T-Kleintier-MRT möglicherweise homogener ist als beim Ganzkör-
per-MRT-Scanner, könnte man demzufolge etwas kürzere T2-Relaxationszeiten im kli-
nischen Ganzkörper-MRT erwarten. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten einen etwas höheren r2-Wert in Mausplasma als 
in Wasser (Tab. 3). Dies lässt sich durch die unterschiedliche Viskosität der untersuchten 
Lösungen erklären. Die Relaxation in Lösung wird von den Rotationsbewegungen der 
Moleküle beeinflusst. Diese Bewegungen ändern sich mit der Viskosität und der Tempe-
ratur der untersuchten Lösungen. Bei einer niedrigen Temperatur wie der RT rotieren 
die Moleküle langsamer. Zudem beeinflussen die Viskosität und die Gesamtproteinkon-
zentration die T1- und T2-Zeiten (Zeitler, 1984). Auch Rohrer et al. (2005) zeigten einen 
leichten Abfall von r1 und einen deutlichen Anstieg von r2 im Vergleich von Wasser zu 
Plasma und Blut. Außerdem wurde in den Studien gezeigt, dass die Relaxivität stark von 
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der Partikelgröße, aber nicht von der Partikelbeschichtung abhängig ist. Es wurden Par-
tikel (Größe 50 nm) mit unterschiedlichen Beschichtungen, wie Polyacrylsäure, Carboxy-
dextran, Stärke, und PEG-Partikel untersucht, die den gleichen magnetischen Kern hat-
ten. In einem magnetischen Feld ist die Reaktion dieser Kerne vergleichbar und der Po-
lymer-Layer trägt nicht signifikant zur Bildung oder Orientierung schon vorhandener 
magnetischer Domänen und/oder Kristallinstrukturen bei. 
Es konnte gezeigt werden, dass bei 7 T in Plasma ein höherer r2-Relaxivitätswert im 
Vergleich zu 1,5 T ermittelt wurde (vgl. Herstellerangaben, Miltenyi Biotec, 2010, Tab. 
4). Hier wurde für FeraSpin™ R ein r1 von 2,7 in Wasser und ein r1 von 1,7 in Plasma 
gemessen (Tab. 3). Die r1-Relaxivität in Plasma nahm im Vergleich zum Wasser auf-
grund des zunehmenden T2-Effekts ab.  
Da die Relaxationsmechanismen stark vom Gesamtdurchmesser-Kern-Verhältnis der 
Partikel und damit von diesen Parametern abhängig sind, sollte hier auf die genannten 
Eigenschaften eingegangen werden. Bei Resovist® liegt das Verhältnis von Gesamt-
durchmesser zu Eisenoxidkerndurchmesser bei 6,78 (Briel, 2007). Für die T2-Relaxivität 
ist ein niedrigeres Verhältnis zu bevorzugen, das im Bereich von 1,5–3 liegen oder klei-
ner als 1,5 sein sollte, da bei größerem Eisenoxiddurchmesser eine höhere r2-Relaxivität 
beobachtet wurde. Die Arbeiten von Roohi et al. (2012) zeigten auch einen Einfluss der 
Partikelgröße auf die T2-Zeit bzw. r2-Relaxivität. Es wurden mit Carboxydextran-be-
schichtete SPIO-Partikel definierter Größe untersucht. r2 stieg bis zu einem Partikel-
durchmesser von 60 nm linear an und blieb dann für größere Partikel konstant. Die Par-
tikelgrößen von FeraSpin™ R variieren im Bereich zwischen 10 und 90 nm; somit besitzt 
FeraSpin™ R eine breite Größenverteilung. Aus diesem Grund wurde das gemessene 
Signal entsprechend nicht exakt beschrieben, da die getestete SPIO-Fraktion sowohl 
Teilchen mit schnelleren als auch mit langsameren Relaxationszeiten im Vergleich zur 
mittleren Relaxationszeit einschließt. Allerdings demonstrierten diese SPIO-Partikel bei 
allen getesteten Eisenkonzentrationen den stärksten T2-Effekt. Es wurde auch ein T1-
Effekt von den in Lösungen befindlichen Eisenoxid-NP erzielt.  
 
FeraSpin™ R bewirkte aufgrund seiner hohen r2-Relaxivität schon bei relativ niedrigen 
Konzentrationen ein Absinken der Signalintensität. Infolge der höheren r2- gegenüber 
der r1-Relaxivität war ein hohes r2/r1-Verhältnis zu verzeichnen, was zu einer Verstär-
kung des T2-Effekts führte. Das hier verwendete KM eignet sich somit als exzellentes 
KM für T2-gewichtete Sequenzen.  
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Die Ergebnisse der hier präsentierten Arbeit tragen zur Optimierung der Bedingungen 
bei der Zellmarkierung mit SPIO-Partikeln bei. Für eine erfolgreiche SPIO-Aufnahme von 
phagocytierenden Zellen wird eine Konzentration von 27,92 µg Fe/ml und eine Inkubati-
onszeit zwischen 12 und 24 h benötigt. Diese Angaben gelten für mit Carboxydextran 
beschichtete SPIO-Partikel, die negativ geladen sind. In Experimenten zur Effizienz der 
Aufnahme von SPIO konnte eine dosisabhängige und bei einer Konzentration von 27,92 
µg Fe/ml eine zeitabhängige Beziehung zwischen dem intrazellulären Eisengehalt und 
der SPIO-Konzentration bei der Markierung muriner Makrophagen und humaner leukä-
mischer Monocyten gezeigt werden. Bei einer SPIO-Konzentration von 2,79 µg Fe/ml 
wurde kein zeitabhängiger Effekt bei der Markierung dieser Zelltypen festgestellt.  
Im Hinblick auf die magnetischen Eigenschaften der SPIO-Partikel, mit denen Versuche 
mit J774A.1- und THP-1-Zellen durchgeführt wurden, wurden während Relaxivitätsmes-
sungen die Relaxivitätswerte eisenoxidhaltiger KM in Wasser und Mausplasma bei RT 
– gemessen bei 7 T – ermittelt. Bei allen Eisenkonzentrationen wurde ein starker T2-
Effekt beobachtet.  
Für die Stammzellmarkierung wurden dextranbeschichtete Ferumoxide mit einer Größe 
von 100–200 nm und ohne Transfektionsagens verwendet, da diese Partikel eine posi-
tive Ladung und ein Zetapotential von +15 bis +20 mV haben, im Gegensatz zu Endo-
rem® und zu der anderen in dieser Arbeit untersuchten SPIO-Formulierung. Da es für 
die Stammzelltherapie essenziell ist, dass die Funktionsfähigkeit der Stammzellen nach 
der magnetischen Markierung unbeeinträchtigt bleibt, wurde nach der SPIO-Markierung 
mit positiv geladenen SPIO-Partikeln die Differenzierung zu Osteoblasten und Adipocy-
ten induziert, und zwar direkt nach der SPIO-Inkubation mit 25 µg Fe/ml bei einer Inku-
bationszeit von ca. 16 h. Es konnte gezeigt werden, dass die Differenzierungsfähigkeit 
der Stammzellen in vitro nach der magnetischen Markierung nicht beeinflusst wurde. Am 
Tag 18 der Differenzierung zu Osteoblasten wurde extrazelluläres Calcium mittels Alisa-
rin-Red-S-Färbung sowohl bei markierten als auch bei unmarkierten Zellen nachgewie-
sen. Die Lipidvakuolen in den differenzierten Adipocyten konnten 20 Tage nach der In-
duzierung der Differenzierung mittels Oil-Red-O-Färbung in markierten und unmarkier-
ten Zellen beobachtet werden.  
Es gibt viele Arbeiten, die sich mit dem Differenzierungspotential der Stammzellen nach 
der Markierung mit SPIO beschäftigen, aber nur in wenigen Publikationen sind die ge-
nauen Bedingungen beschrieben. Daher stellte sich die Frage, ob die Differenzierung 
gleich nach der Markierung induziert wurde oder die Zellen für eine bestimmte Zeit in 
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normalem Medium kultiviert worden waren, bevor man die Induzierung der Differenzie-
rung startete. Das hier beschriebene Protokoll entspricht am ehesten den Bedingungen, 
die für das Ex-vivo-Labeling und das In-vivo-Zelltracking relevant sind.  
Insgesamt konnten aus den in dieser Arbeit präsentierten Ergebnissen wichtige Erkennt-
nisse bzgl. der direkten Markierungstechnik mit SPIO und über die magnetischen Eigen-
schaften der SPIO-Partikel gewonnen werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ausblick 
84 
 
Ausblick 
 
Die Ergebnisse der vorliegender Arbeit bieten einen guten Ausgangspunkt zur Erfor-
schung der Wirksamkeit zweier SPIO-Formulierungen (FeraSpin™ R und FeraTrack™ 
Direct), die hier untersucht wurden, für die In-vivo-Bildgebung. Es sollten die zellulären 
Ergebnisse, die bei den In-vitro-Untersuchungen gewonnen wurden, mit den In-vivo-Er-
gebnissen in Bezug auf die Bewertung der intrazellulären Aufnahme von SPIO und die 
Regenerationskapazität der hMSC nach der SPIO-Markierung verglichen werden. Daher 
ist eine Untersuchung im Mausmodell notwendig.  
 
Die klinische MRT ist bisher zumeist bei Feldstärken von bis zu 1,5 T durchgeführt wor-
den. Mit steigender Magnetfeldstärke nimmt die Signalstärke der einzelnen Punkte eines 
MR-Bildes zu. Durch eine höhere räumliche Auflösung lassen sich mit einem 7-T-MRT 
somit kleinere Gewebeveränderungen darstellen. Hierbei wäre als Erstes die Klärung 
der Fragestellungen anhand von Ergebnissen, die bei 1,5 T (oder 3 T) gemessen wur-
den, und mit höherer Magnetfeldstärke von großer Bedeutung. Die Möglichkeiten eines 
7-T-Geräts sowie die neu entwickelten SPIO-Partikel bieten die besten Voraussetzun-
gen, um eine Qualitätsverbesserung in der Bildgebung zu erreichen.  
 
FeraSpin™ R hat eine breite Größenverteilung, wünschenswert sind allerdings praktisch 
monodisperse Reinheiten von mehr als 90 %. Aus diesem Grund werden SPIO-Chargen 
bestimmter Größen mittels magnetischer Separation getrennt. Es gibt neu entwickelte 
SPIO-Partikel, die von definierter Größe sind und eine enge Partikelgrößenverteilung 
haben. Solche Partikel werden bereits kommerziell vertrieben und besitzen in Abhängig-
keit von der Größe optimale Werte für die r1- oder die r2-Relaxivität. Des Weiteren er-
scheint es sinnvoll, in diesem Zusammenhang die Rolle von SPIO-Partikeln definierter 
Größe zu untersuchen. Es sollte deshalb in weiteren Studien geklärt werden, inwieweit 
SPIO-Partikel, deren Größenverteilung optimiert wurde, zu einer Verbesserung in der 
MRT-Diagnostik der Leber führen können und inwieweit diese Partikel auch die Anfor-
derungen, die im Hinblick auf die Gefäßdarstellung an ein geeignetes Kontrastmittel ge-
stellt werden, erfüllen können. 
 
Es ist notwendig, die therapeutischen Eigenschaften von Stammzellen genau zu unter-
suchen, denn die stammzellbasierte Strategie ist bei einigen Erkrankungen die einzige 
Therapiemöglichkeit und die Markierung der Zellen mit SPIO dient hierbei zur Dokumen-
tation der Lokalisation und Migration der transplantierten Stammzellen. Des Weiteren 
wäre es sinnvoll, die transplantierten Zellen nicht nur mittels MRT, sondern auch mittels 
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Biolumineszenz-Bildgebung zu überwachen. Ein doppelter Nachweis von transplantier-
ten und lebenden Zellen könnte zur Aufklärung vieler Fragen bezüglich der Zelltracking- 
und Homing-Mechanismen beitragen. Dabei wird die Visualisierung der Zellwanderung 
und des Zellüberlebens in lebenden Organismen durch SPIO-Partikel und z. B. die trans-
gene Expression lumineszierender Enzyme ermöglicht.  
 
Es sind weitere Studien notwendig, um die SPIO-Aufnahme unter Einbeziehung weiterer 
Zelltypen und die Differenzierungskapazität von anderen differenzierten Zelltypen von 
hMSC (z. B. Chondrocyten und Kardiomyocyten) zu untersuchen sowie die adipogene, 
osteogene und chondrogene Genexpression zu analysieren.  
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Abkürzungsverzeichnis 
  
g Vielfaches der Erdbeschleunigung 
BMSC aus Knochenmark abgeleitete mesenchymale 
Stammzellen/bone marrow-derived mesen-
chymal stem cells 
Da Dalton 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FBS fetales Kälberserum/fetal bovine serum 
GE-Sequenz Gradienten-Echo-Sequenz 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N-(2-ethansulfon-
säure) 
HF Hochfrequenz 
hMSC menschliche mesenchymale Stammzellen/hu-
man mesenchymal stem cells 
Hz Hertz 
IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin 
J774A.1 Maus-Makrophagen-Zelllinie 
KM Kontrastmittel 
LDL Lipoprotein niederer Dichte/low density lipopro-
tein 
MPS mononukleäres Phagocytensystem 
MRT Magnetresonanztomographie 
NP Nanopartikel 
PEG Polyethylenglycol 
Pen/Str Penicillin/Streptomycin 
PLL Poly-L-Lysin 
PMA Phorbol-12-myristate-13-acetat 
RES retikuloendotheliales System 
RNA Ribonukleinsäure 
ROI interessierende Region/region of interest 
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ROS reaktive Sauerstoffspezies/reactive oxygen spe-
cies 
RT Raumtemperatur 
SE-Sequenz Spin-Echo-Sequenz 
SPIO superparamagnetische Eisenoxidpartikel/super-
paramagnetic iron oxide particles 
T Tesla 
TA Transfektionsagent/transfection agent 
THP-1 menschliche leukämische Monocytenzelllinie 
USPIO ultrakleine superparamagnetische Eisenoxid-
partikel/ultrasmall superparamagnetic iron oxide 
particles 
VDW-Wechselwirkung/Kraft Van-der-Waals-Wechselwirkung/Kraft 
VSOP sehr kleine superparamagnetische Eisenoxidpar-
tikel/very small iron oxide particles 
v/v Volumen pro Volumen 
w/v Gewicht pro Volumen 
 
Chemikalienliste 
 
Bezeichnung 
 
Hersteller/Firma Artikelnummer 
Alizarin Red S Sigma-Aldrich A5533-25G 
Ammoniumacetat Carl Roth 7869.2 
Ammonium hydroxide solu-
tion, 28,0-30,0 % NH3 basis 
Sigma-Aldrich 221228-100ml-A 
Ascorbinsäure Merck 127.0100 
Collagen A Biochrom  L7220 
DMEM ATCC ATCC 30-2002 
DMSO ATCC ATCC 4-X 
FBS Biochrom S 0615 
FeraTrack™ Direct MRI 
contrast agent 
Miltenyi Biotec 130-104-185 
Ferrozine Alfa Aesar L10607 
HEPES Biochrom L 1613 
hMSC Lonza PT-2501 
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hMSC Adipogenic BulletKit Lonza PT-3004 
hMSC Osteogenic BulletKit Lonza PT-3002 
J774A.1 ATCC ATCC TIB 67 
Kaliumpermanganat Carl Roth KK08.1 
Mausplasma Innovativ Research IMS-CD1-N-P 
2-Mercaptoethanol Life Technologies 21985023 
MSCGM BulletKit Lonza PT-3001 
Natriumhydroxid Acros Organics 206060010 
Neocuproin Hemihydrat Carl Roth KK32.1 
Oil Red O Sigma-Aldrich 00625-25G 
PBS w/o Ca2+, Mg2+ Biochrom L 1825 
Penicillin/Streptomycin Biochrom A 2212 
PMA Sigma-Aldrich P8139-1MG 
Reinstwasser, steril Biochrom L0015 
Roti-Histofix 4% Formalde-
hydlösung 
Carl Roth P087.4 
RPMI-1640 Biochrom FG 1215 
Salzsäure 32% Carl Roth X896.1 
Trypsin/EDTA Lonza CC-3232 
THP-1 ATCC ATCC TIB-202 
Wasser AppliChem A4042,0500 
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